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Uber den Argininstoffwechsel bei Tuberkulose und Carcinom. 
Von 


Hidekatsu Fujiwara. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Laboratorium des physiologischen Institutes Heidelberg. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. August 1929.) 


Durch die Untersuchungen von Edlbacher und Merz!) 
hat sich ergeben, daB jugendliches Gewebe, sowie solches der 
verschiedenartigsten Tumoren, Granulationen usw. sich gegen 
normales Gewebe durch sein gegeniiber der Norm gesteigertes 
Argininspaltungsvermégen auszeichnet. Dieses Auftreten einer 
gesteigerten Arginasewirkung in allen den Fallen, bei denen eine 
vermehrte Zellteilung anzunehmen ist, steht auch in Uber- 
einstimmung mit den allgemeinen Anschauungen A. Kossels 
iiber die chemische Struktur der chromatischen Substanz. In 
Verfolgung dieser Gedankengiinge sollte nun in der vorliegenden 
Untersuchung die Frage in Angriff genommen werden, ob diese 
beobachteten Verinderungen des Fermentsystems der Zelle nur 
bei den in raschem Wachstum befindlichen Geweben anzutrefien 
sind, oder ob unter gewissen Bedingungen die Stoffwechselvor- 
ginge des ganzen Organismus beeinfluBt werden. 

Schon die Feststellungen von Edlbacher und Réthler”), 
daB der Argininhaushalt weitgehend durch die Sexualitiit bedingt 
ist und daB die Leber miinnlicher Tiere weit mehr Arginase 
bildet als die der weiblichen, lieB eine Untersuchung in der ge- 
nannten Richtung als hoffnungsvoll erscheinen. 

Die Annahme, da z. B. ein Tumor schon in seinen friiheren 
Entwicklungsstadien entfernter liegende Organe beeinfluBt und 
da8 sich diese Beinflussung durch einen veriinderten Fermentwert 
der verschiedenen Organe ausdriicken liBt, sollte in diesem 
Zusammenhange gepriift werden. Andererseits mubte die Frage 
geklart werden, ob die wihrend der Entwicklung des Tumors 





1) Diese Zs. Bd. 171, S. 252 (1927). 
2) Diese Zs. Bd. 148, S. 273 (1925). 
Hoppe-Seyier’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXV 1 
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sich ergebenden Veriinderungen spezifischer Natur sind, oder bei 
jeder linger dauernden Krankheit zu beobachten wiiren. Es 
wurden zu diesem Zwecke einerseits Miiuse mit dem Ehrlich- 
schen Carcinom geimpft und andererseits die gleichen Versuche 
mit tuberkulésen Meerschweinchen ausgefiihrt. Waren die beob- 
achteten Veriinderungen wiihrend des Ablaufs der Krankheit nur 
ein allgemeiner Ausdruck der Kachexie, so muBten sie gleich- 
stimmig auftreten; andernfalls lieben Veriinderungen Schliisse auf 
die Spezifitiit der beiden Krankheitsvorgiinge zu. Die Hoftnung hat 
sich nun auch bis zu einem gewissen Grade bewiihrt und es sollen die 
Ergebnisse zuniichst hier in den Hauptumrissen mitgeteilt werden: 

Werden Miuse mit dem Ehrlichschen Carcinom geimpft 
und wird der Arginasewert der verschiedenen Organe nach einer 
bestimmten Zahl von Tagen fortlaufend untersucht, so kann man 
beobachten, daB schon nach 5—10 Tagen nach der Impfung, zu 
einer Zeit also, in der der Tumor noch das Gewicht von wenigen 
Zehntelgrammen besitzt, bereits ein deutliches Absinken des 
Arginasewertes der Nieren beobachtet werden kann. Diese Ver- 
‘inderung der Nieren geht mit Entwicklung des Tumors Hand in 
Hand, indem der Arginasewert der Nieren, der fiir normale 
weibliche Miiuse gleich zu 312 A.K.") gefunden wurde immer mehr 
absinkt und am 24.'Tage nach der Impfung, wenn der Tumor 
etwa 2¢ schwer geworden ist, manchmal nur mehr 65 A.FK. 
betriigt. Dieses Verhalten der Nieren, das in mebhreren aus- 
gedehnten Versuchsreihen beobachtet wurde, zwingt zu dem 
SchluB, da&8 schon die frihen Entwicklungsstadien des Tumors 
sich auf den Stoffwechsel des gesamten Organismus auswirken. 
Bei 14 untersuchten normalen weiblichen Miusen wurde ein 
Durchschnitt A.-Wert von 312 fiir die Nieren gefunden. Im 
ersten Versuch (Tab. 4) ergeben die Nieren nach fiinf Tagen den 
Wert 777, nach 10 Tagen 381, wiihrend erst nach 18 Tagen 
ein Absinken auf 119 stattfand. Es scheint hier auf die Impfung 
eine heftige Reaktion stattgefunden zu haben, die beim zweiten 
Versuch, bei dem 7 Tage von der Impfung ab gewartet wurde, 
wahrscheinlich schon voriiber war, denn nach dieser Zeit ‘var 
der Nierenwert auf 166 gesunken. Es gelang die Reproduktion 
dieses plétzlichen Anstieges bei wiederholten Versuchen nicht 
mehr, wiihrend alle Versuchsreihen gleichmiiBig ein Absinken der 
Nierenwerte bei der weiteren Entwicklung des Tumors ergaben. 


i) A.E. = Arginaseeinheit (a. a. Q.). 
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Uber den Argininstoffwechsel bei Tuberkulose und Carcinom. i} 


Auch Einspritzung von Muskel- oder Leberbrei ergab keine der- 
artige Reaktion. 

Endlich sei noch auf eine T'atsache hingewiesen, auf die 
wir bei der Feststellung der A-Werte der normalen weiblichen 
Miiuse stieBen. Es tallen einzelne Individuen aus der Reihe 
heraus, indem sie auffallend niedrige Leberwerte und die Ab- 
wesenheit von Arginase in der Niere zeigen. Insofern es sich 
hier nicht um krauke Tiere handelt, wofiir jedes Anzeichen fehlt, 
wire hier vielleicht an besondere Stadien des Geschlechtscyclus 
zu denken und es muB diese Erscheinung noch auf breitester 
experimenteller Basis ergriindet werden. 

Die A-Werte der Lebern verhalten sich bei weitem nicht 
so spezifisch. Es ist wohl auch an diesem Organ ein zeitweises 
Absinken zu beobachten, doch streuen die erhaltenen Werte so 
stark, daB sich hier keine sichere Kurve aufstellen laBt. Rechnet 
man aber die gefundenen A-Werte auf das ganze Tier um, so er- 
gibt sich ein allmibliches Absinken der Werte, das allerdings durch 
einige Zacken unterbrochen wird und allerdings nicht bei jeder 
der ausgefiihrten Versuchsreihen deutlich hervortritt. In diesem 
Zusammenhange sei noch auf die Beobachtung von Dische 
und Laszlo erinnert, welche in v. Fiirths Laboratorium fanden, 
daB 'Tumormiiuse in Leber und Niere bedeutend erhdhte Glyko- 
lyse anfwiesen.") 

Ks wurde nun zum Vergleich ein iihnlicher Versuch mit 
tuberkulésen Meerschweinchen ausgefiihrt. Die Tiere wurden in 
Zeitriumen von je einer Woche durch 92 ‘lage hindurch unter- 
sucht. Gegen Ende dieser Zeit waren die iibriggebliebenen alle 
moribund. Bei allen Vieren wurden Leber, Nieren, Milz und 
Muskel untersucht und es ergab sich dabei das Folgende: 

1. Die A-Werte der Leber sinken von etwa 3800 beim nor- 
malen Tier bis zu etwa 1200 nach 92 Tagen ab. 

2. Die Werte der Nieren fallen von 21 auf 8 ab. 

3. Im Gegensatz zu diesen Organen steigen die Werte der 
Milz bis etwa 30 a 

4, Die Muskulatur, die normalerweise fast kein Arginin ab- 
baut, zeigt vom 14. Tag an ein deutliches, wenn auch geringes 
Spaltungsvermégen, das von 0—3,6 nach 92 Tagen ansteigt. 

d. Setzt man den Anfangswert der normalen ‘Tiere gleich 
100, so sinken die Gesamtwerte nach 92 Tagen bis auf 60 ab. 





') Biochem. Zs. Bd. 175, S. 412 (1926). 
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6. Der Abfall, bzw. das Ansteigen der Werte erfolgt nicht 
vollkommen regelmiBig, sondern es ergibt sich fiir alle Werte ein 
geringes Pendeln der Kurven (siehe die ‘l'abellen). 

Fabt man alle diese Beobachtungen zusammen, so ergibt 
sich daraus ein wesentlich anderes Bild als das beim Carcinom. 
Es zeigen sich hier sozusagen die Reliefbilder des KiweiBstoff- 
wechsels, gemessen am intermediiren Argininstoffwechsel bei beiden 
Erkrankungen und diese beiden Bilder sind in wesentlichen Teilen 
verschieden. Es koénnte hier nun eine ganze Reihe von Schlub- 
folgerungen aus den gemachten Beobachtungen gezogen werden, 
aber es miissen zuniichst noch eine Reihe derartiger Versuche 
mit anderen Krankheitsursachen in den Kreis der Betrachtungen 
gezogen werden, ehe weitergehende Schliisse erlaubt erscheinen. 
Kinige Kinwinde gegen die mitgeteilten Beobachtungen seien hier 
noch entkriftet. 

1. Kine Stéreng durch die Vermehrung des Tuberkelbacillus 
ist nicht anzunehmen, da dieser kein oder fast kein Arginin durch 
Arginaseabbau spaltet, wie in wiederholten Versuchen festgestellt 
werden konnte. 

2. Stérungen durch merkliche Gewichtsverinderungen der 
Tiere wihrend des Versuches traten nicht ein. 

Das Zunehmen der Werte der Milzen beim Tuberkulose- 
versuch kénnte dadurch erklirt werden, daB in diesem Organ 
Regenerationsvorgiinge stattfinden, die nach den Beobachtungen 
von Edlbacher und Merz zu einem gesteigerten Argininabbau 
fiihren miissen. 


Versuche. 

Die Methode der Bestimmung des Arginasewertes erfolgte 
in der am Heidelberger physiologischen Institut iiblichen Weise 
(a. a. O.). Alle Versuchsergebnisse wurden durch mehrfache Kon- 
trollen sichergestellt. Die Versuche mit Carcinommiéusen wurden 
mit dem Ehrlichschen Carcinom ausgefiihrt. Herrn Prof. Werner 
vom hiesigen Krebsinstitut sei an dieser Stelle fiir die Uberlassung 
des Stammes und sein sonstiges Entgegenkommen, mit dem er 
diese Arbeit unterstiitzte, bestens gedankt. Desgleichen sei auch 
Herrn Prof. Gottschlich, Direktor des hygienischen Institutes 
und Herrn Dr. Klieve fir die wertvolle Unterstiitzung bei der 
Ausfiihrung des Tuberkuloseversuches der beste Dank ausgesprochen. 

Als Nebenresultat der Untersuchung wurde auch an Mausen 
und Meerschweinchen der eigentiimliche Sexualunterschied zwischen 
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Tabelle 1. 


Normale Meerschweinchen. 





Zahl der A-Wert A-Wert A-Wert 
untersuchten Geschlecht der der des ganzen 
Tiere Leber Nieren Tieres 
7 oy 3828 21 118 
5 ) 2318 11 89 











Tabelle 2. 


Prozentuales Verhiltnis der miinnlichen und weiblichen 














Arginasewerte. 
Leber Niere Gesamtwert 
i 100 : 100 | 100 
2 60 52 Td 
Tabelle 3. 


Normale Miuse Q, 
I. Typus mit hohem A-Wert. 




















Zahl der A-Wert der | A-Wert der Gesamt 
Tiere Leber Niere A-Wert 
24 | 4031 | 312 | 211 
II. Typus mit abnormal niedrigem A-Wert. 
5 | 1386 | 0 | 58 
Tabelle 4. 
Carcinommiuse. 
1. Versuch. 
” 1» 2 = 
Ss > s # Tier- | A-W. | 4 w | aw. | Gewicht | A-Wert A-Wert 
ge3 a8 F ge- des der | der | _ des __ der der Tiere 
LS 222 wichte Tu- a rumors meets + ohne 
-_ K BS s in g | mors in g Tumor l'umor 
0 24 ca. 15 0 4031 312 0 _— 211 
7 8 112-18} 30 | 3300] 166 | 0,3—0,8 150 168 
11 8 |20—19 20 2719 145 | 0,5—1,7 118 127 
14 4 9—19 40 67007] 2562] 1,1—3,9 222? 259? 
17 3 {11—14 20 3327 195 | 0,7—2,6 160 176 
i9 4 |11—18 20 4172 114 | 2,6—4,6 172 229 
21 4 |11—-17 30 8068 169 1,1—2,5 163 177 
24 4 |11—18]nekrotisch]| 1444 65 | nekrotisch 96 11 
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Tabelle 4 (Fortsetzung). 


2. Versuch. 



























































S pa] z.f| Tier] AW. | 4 we] a w,| Gewicht] A-W. | A-W. 
> 5 Ol vs*_i| ge- des des der der Tiere 
zoo ty nz wile Tu- i ad Tumors | Tiere + ohne 
ef elses]. Leber] Niere E ; son a ms 
QS te = in ¢g mors in g fumor l'umor 
i) 4 14 0 4910 07 0 - 241 
10 4 11—16 30 2680 3S] 0,2—0,4 164 174 
18 4 12-13] 20 2813 | 119 | 0,3—1,0 144 172 
24 2 |13—13] 30 3898 | 120 | 0,6—2,0 194 217 
3. Versuch. 
1 4 — — 290 -- — _ 
3 4 . — — 286 - —- ~- 
5 4 — | 189 _ —~ —- 
9 3 — _ 165 — — — 
Tabelle. 5 
Tuberkulose minnliche Meersehweinchen. 

- A-W. der 
ee Argivasewerte der Tises in 
212 7 ; Prozenten 
es i Leber Nieren | Muskeln == Milz TORIES des Anfangs- 

der Tiere wertes 
0 7 3828 21 0 i) 118 100 
14] 4 1945 10 1,6 12,3 77 65 
21 4 1900 8 1,7 15,8 67 57 
28 4 1180 s 3,9 27,0 54 46 
85] 4 1820 15 5,8 33,7 74 63 
DO} 4 1333 4 2.2 17,7 6 54 
66 8 1066 7 4,5 20,8 68 58 
78 2 1200 6 3,0 19,8 87 74 
x6] 2 1450 8 5,1 18.1 104 88 
927 2 1293 8 3,6 29,4 71 60 











minnlichem und weiblichem Argininstoffwechsel nachgepriift, der 
von Edlbacher und Réthler (a. a. 0.) schon frither festgestellt 
worden war und es konnte die Richtigkeit dieser Angaben vollauf 
bestiitigt werden. Die vorstehenden T'abellen enthalten auszugs- 
weise die wichtigsten Resultate der Untersuchung. 





Uber den Argininstoffwechsel bei Tuberkulose und Carecinom. 7 


Zusammenfassung. 


1. Es werden die Arginasewerte von tuberkulésen Meer- 
schweinchen und Carcinommiiusen wiihrend lingerer Zeitriiume 


hindurch ermittelt. 

2, Die Tuberkulose ergibt fiir Leber, Niere und Gesamt- 
A-Wert ein allmihliches starkes Absinken, fiir Muskulatur und 
Milz ein deutliches Ansteigen. 

3. Bei Carcinom ergibt sich, daB schon wenige Tage nach 
der Impfung der A-Wert der Niere zu sinken beginnt und parallel 
mit der Entwicklung des Tumors abnimmt. Der Tumor zeigt 
demnach eine Fernwirkung. 

4. Der Unterschied im Arginasewert zwischen miinnlichen 
und weiblichen Tieren, der schon friiher erkannt wurde, wird 
neuerdings bestiitigt. 

Diese Untersuchung wurde auf Veranlassung von Herrn Prof. 
S. Edlbacher ausgefiihrt und es wurden dazu teilweise Mittel 
verwendet, die diesem von der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft zur Verfiigung gestellt worden waren. 








Zur Kenntnis des Phylloerythrins. 
Von 


L. Marchlewski. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitit Krakau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, August 1929.) 


Das von mir entdeckte Phylloerythrin, ein Umwandlungs- 
produkt des Chlorophylls im tierischen Organismus, welches wahr- 
scheinlich sowohl aus dem Neo-, wie auch dem Allochlorophyll 
entsteht, hatte ich bis jetzt immer nur in sehr geringen Mengen 
zur Verfiigung; erst jetzt gelang es mir die Methode seiner Ge- 
winnung aus tierischen Exkrementen zu verbessern und geniigende 
Mengen zu erhalten, um diese interessante Substanz analytisch 
zu untersuchen. Es stellte sich heraus, daB Phylloerythrin bei 
Anwendung von Chloroform als Lésungsmittel und Reinigungs- 
mittel nicht chlorfrei zu erhalten ist. Es bildet mit Chloroform 
ein sehr stabiles Additionsprodukt, ein Umstand, auf welchen ich 
iibrigens schon im Jahre 1912 hingewiesen habe. Dieser Chloro- 
formgehalt ist durch bloBes Erwarmen von krystallisierten Pri- 
paraten nicht zu eliminieren. Der Chlorgehalt kann bis zu 10°/, 
steigen. Es gelingt hingegen chlorfreie Priparate zu erhalten, 
wenn man die urspriinglichen, mit Hilfe von Chloroform isolierten 
Produkte, wie folgt behandelt: Man lést die chlorhaltigen Pra- 
parate in warmem Pyridin und gieBt die filtrierte Lésung in das 
vielfache Volum von Alkohol oder Eisessig. Das Phylloerythrin 
krystallisiert sofort in gréBeren oder kleineren Nadeln, die der- 
selben Prozedur noch einigemal unterworfen werden. Das end- 
lich gewonnene Praparat mag noch manchmal Chlor aufweisen, 
aber nur in Spuren. 

Kin so gewonnenes Phylloerythrinpriparat gab nach dem 
Trocknen bei 110° C das folgende Ergebnis: C 73,36°/,, H 6,73°/,, 
N 10,32°/,. Diese Zahlen kénnten zu den Formeln C,,H,,N,0, 
und C,,H,,N,O, fiihren, aber eine definitive Stellung zu denselben 
muB zur Zeit aufgeschoben werden bis weiteres Zahlenmaterial 
gesammelt ist. 

Fiir die Analyse bin ich besonders Herrn Prof. Dr. Fritz Pregl 
zu grobem Danke verpftlichtet. 





Uber die tiefen fermentativen Spaltprodukte der 
Muskeladenylsaure. 
Von 


Konrad Pohle. 


(Aus dem Institut fir Vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 9. August 1929.) 


Kiirzlich konnte gezeigt werden, daB im Muskel Adenosin- 
phosphorsaure?) in reichlichen Mengen vorhanden ist, die bei der 
Kontraktion Ammoniak?) bildet. Als Produkt der fermentativen 
Desaminierung wurde Inosinsiiure*) gewonnen. 

Das bei der Kontraktion abgespaltene Ammoniak kann 
unter geeigneten Versuchsbedingungen*) unmittelbar nach der 
Erschlaffung und vielleicht schon wihrend derselben wieder zum 
Verschwinden gebracht werden. 

Kann sonach die bei der Muskelkontraktion gebildete Inosin- 
siure leicht in Adenosinphosphorsiure zuriickverwandelt werden, 
so wurden andrerseits Anhaltspunkte dafiir gewonnen, daB unter 
der Kinwirkung von Muskelfermenten auch ein tiefgehender Abbau 
der Inosinsiure eintreten kann; nur so lieB sich jedenfalls der 
in unverdffentlichten Untersuchungen aus dem hiesigen Institut 
wiederholt erhobene Befund erkliren, da8 nach mehrstiindiger 
Exposition von Muskelbrei bei 40°, bei der die Aminogruppe der 
Adenosinphosphorsiiure quantitativ abgespalten wird, Inosinsiure 
nicht mehr isoliert werden konnte. 





1) G. Embden u. M. Zimmermann, Diese Zs. Bd.'167, S. 137 (1927). 
— G. Embden u. G. Schmidt, Diese Zs. Bd. 181, S. 130 (1929). 

2) G. Embden, Ronas Berichte Bd. 38, 8.157 (1927). — G. Embden, 
Klin. Wochenschr. Bd. 6, S. 628 (1927). — Ferner: G. Embden, C. Riebeling 
und G. E. Selter, Diese Zs. Bd. 179, S. 149 (1928) und 3 anschlieBende 
Publikationen. 

3) G. Schmidt, Diese Zs. Bd. 179, S. 243 (1928). 

) G. Embden, M. Carstensen und H.Schuhmacher, Diese Zs. 
Bd. 179, S. 186 (1928). 
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Hiermit stimmt iibrigens der schon vor lingerer Zeit von 
Levene und Medigreceanu’) am Herzen gewonnene Hinweis 
iiberein, daB Herzmuskel Inosinsiiure in die einfachen Bausteine 
zerlegen kann. 

Bekanntlich hat zuerst Burian?®) in einer bereits vor 25 Jahren 
verOffentlichten grundlegenden Arbeit gezeigt, dab im ruhenden 
und mehr noch im tiitigen Skelettmuskel des Hundes fortlaufend 
Purinbasen entstehen, und in Versuchen am Menschen konnte er 
feststellen, daf Muskeltiitigkeit zu einer vermehrten Ausscheidung 
von Purinbasen und auch von Harnsiiure fiihren kann. Er kam 
dabei zu dem Ergebnis, daB die Purinkérper des Harnes zur guten 
Hiilfte der Muskulatur entstammen. Gleichzeitig und unabhingig 
von Burian zeigte Sivén®), da&B am Tage mehr endogene Harn- 
siiure ausgeschieden wird als in der Nacht, ein Befund, der ibn 
ebenfalls zu der Anschauung fiihrte, dab die Purinkérperausschei- 
dung von der Muskeltiitigkeit abhiingig ist. ‘Trotz aller darauf 
gerichteten Bemiihungen gelang es aber damals nicht, eine Mutter- 
substanz fiir die intramuskuliire Purinbildung nachzuweisen. Bei 
der Kernarmut des Organs konnten Nukleoproteide nicht heran- 
gezogen werden — nach kiirzlich von Sorg*) aus dem hiesigen 
Institut verdffentlichten Untersuchungen entfallt im Skelett- 
muskel nur ein minimaler Bruchteil des Gesamtphosphors auf 
diese Fraktion — und die Herkunft der Purine aus der schon 
damals lingst bekannten Inosinsiiure wurde bisher nicht in Er- 
Wwigung gezogen. 

Die oben erwiihnte Auffindung der Muskeladenosinphos- 
phorsiiure®) legte die Bearbeitung der Frage nach der Herkunft 
der Muskelpurine aus dieser Substanz nahe, und auf Veran- 
lassung von Herrn Professor Kmbden habe ich die bei kurz- 
dauernder Digestion von Muskelbrei entstehenden Abbauprodukte 
der Adenosinphosphorsiiure zu isoleren versucht. 

Wiihrend aus ganz frischer, unter besonderen Vorsichts- 
maBnahmen gewonnener Kaninchenmuskulatur Purinkérper und 
Nukleoside nicht gewonnen werden konnten, gelang dies ohne 
weiteres, wenn der Muskelbrei wenige Stunden in Natriumbicar- 
bonatlésung bei 40° aufbewahrt worden war. DaB diese Substanzen 


') Jl. of Biol. Chem. Bd. 9, S. 65 (1911). 
*) Diese Zs. Bd. 43, S. 494 (1904/5). 
‘) V.O. Sivén, Skand. Arch. Physiol. Bd. 11, S. 123 (1901). 
4) K. Sorg, Diese Zs. Bd. 182, S. 97 (1929). 
)} G.Embden u, M. Zimmermann, Diese Zs. Bd. 167, S. 137 (1927). 
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wirklich der Muskeladenosinphosphorsiiure entstammten, war schon 
deshalb wahrscheinlich, weil aus dem exponierten Muskelbrei 
weder Adenylsiure noch Inosinsiiure erhalten werden konnte, der 
endgiltige Beweis fiir den genetischen Zusammenhang wird aber 
durch die Feststellung erbracht, dab Adenylsiiurezusatz bei der 
Exposition zu einer betrachtlichen Mehrbildung von Nukleosiden 
und Purinen fiihrt. 

Wihrend also aus ganz frischer Muskulatur an der Hand 
einer allerdings nicht vollig verlustlos arbeitenden Methode iiber- 
haupt keine derartigen Substanzen gewonnen werden konnten, 
erhielt ich nach der Exposition nicht unerhebliche Mengen von 
Carnin, sowie ferner Hypoxanthin und Xanthin. Auer diesen 
Purinbasen gewann ich aus dem digerierten Muskelbrei geringe 
Mengen einer Substanz, die vielleicht mit Thymin identisch ist. 
Das Vorhandensein von Pentosephosphorsiure konnte in einigen 
Versuchen wahrscheinlich gemacht werden, wenngleich die Iso- 
lierung der Substanz, namentlich ihre Befreiung von geringfigigen 
bei der Digestion unzersetzt gebliebenen Resten von Hexosemono- 
phosphorsiiure (Lactacidogen) bisher nicht gelang. 


Methodik. 


Die Gewinnung und Verarbeitung der Muskulatur geschah zuniichst 
genau nach dem von Embden und Zimmermann!) fiir die Darstellung 
des Lactacidogens und der Muskeladenylsiiure beschriebenen Verfahren, nur 
die Vorbehandlung der Muskulatur war eine andere. Zwar erfolgte auch 
in meinen Versuchen die Zerkleinerung durch eine von auben mit Kiilte- 
mischung gekiihlte Fleischhackmaschine, aber der Muskelbrei wurde in einem 
ungekiihlten GefiiBe aufgefangen; fiir jeden einzelnen Versuch der zuniichst 
zu besprechenden Untersuchungsreihe kamen hierbei etwa 5kg Muskel zur 
Verwendung, wozu jeweils 6—8 Kaninechen notwendig waren. Nach Fest- 
stellung des Gewichtes wurde der Muskelbrei in 2 Anteilen in dem seinem 
Gewicht entsprechenden Volumen 2°/, iger Natriumbicarbonatlisung sus- 
pendiert und wiihrend 4 Stunden bei 40° digeriert. Wiihrend der ganzen 
Zeit wurde die gequollene Masse maschinell gut geriihrt. Die Erwirmung 
der Expositionsgefiibe geschah in einem Wasserbade. Nach AbsechluB& der 
Exposition wurde das dem Muskelgewicht entsprechende Volumen 4°), iger 
Salzsiiure hinzugefiigt and dann die Eiweibfiillung nach Schenek durch 
Zusatz des gleichen Volumens 5°/,iger Quecksilberchloridlésung beendet. 
Die weitere chemische Verarbeitung geschah stets erst am folgenden ‘Tage, 
wobei méglichst grobe aliquote Anteile des durch Absaugen gewonnenen 
Schenckfiltrates benutzt wurden. Die Entquecksilberung, die nach den 
Vorschriften von Embden und Zimmermann stets einmal wiederholte 
Kupferkalkfillung und die Bleizuckerfiillung wurden genau in der dort 
beschriebenen Weise ausgefiihrt. 


1) G. Embden u. M. Zimmermann, Diese Zs. Bd. 167, 8.116 (1927). 
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Da bei der Bleizuckerfillung nach dieser Vorschrift ein erheblicher 
Uberschu8 von Blei verwandt wird, wurde aus dem Filtrat dieser Fallung 
zuniichst das Blei mit Schwefelwasserstoff entfernt, die nach Abtrennung 
des Bleisulfids durch einen Luftstrom von Schwefelwasserstoff befreite 
Fliissigkeit mit Natronlauge neutralisiert und mit Ammoniak alkalisch 
gemacht, wobei eine anorganische Verunreinigung ausfiel, die durch Filtration 
abgetrenut wurde. Das neue Filtrat wurde mit Bleiessig genau ausgefillt, 
die Fillung abgesaugt und nach griindlichem Waschen mit ammoniak- 
haltigem Wasser mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Die so gewonnene 
Fraktion wird im folgenden als Bleiessig-Ammoniak-Fraktion oder 
Hauptfraktion IL bezeichnet, die Zersetzungsfliissigkeit der Bleizucker- 
fillung als Bleizucker-Fraktion oder Hauptfraktion I. 

Das Filtrat der Bleiessig-Ammoniakfillung, dessen Volumen 4—5 Liter 
betrug, wurde durch Destillation im Vakuum bei einer 40° nicht iiber- 
steigenden ‘Temperatur des Heizwassers auf etwa 1 Liter eingeengt. Das 
Destillationsrohr tauchte hierbei in verdiinnte Schwefelsiiure ein, aus der 
eingeengten Fliissigkeit war das freie Ammoniak vollstiindig entfernt. 
Die Fliissigkeit wurde nunmehr entbleit und das gewonnene Filtrat nach 
Entfernung des Schwefelwasserstoffs mit ammoniakalischer Silberlésung 
genau ausgefillt. Die Silbertillung wurde nach halbstiindigem Stehen 
abfiltriert und mit ammoniakhaltigem Wasser auf der Nutsche gewaschen, 
diese dritte Hauptfraktion wird im folgenden als Silber-Ammoniak- 
Fraktion bezeichnet werden. 


Versuchsergebnisse. 
I. Hauptfraktion (Bleizuckerfallung). 


Der gewaschene Bleizuckerniederschlag wurde in einem Liter 
Wasser suspendiert, mit Schwefelwasserstoff vollstiindig zersetzt, 
das durch Absaugen vom Sulfidniederschlag unter Nachwaschen 
mit kaltem Wasser gewonnene Filtrat durch einen Luftstrom von 
Schwefelwasserstoff befreit und nunmehr genau in der von 
Embden und Zimmermann fiir die Lactacidogendarstellung 
beschriebenen Weise weiter verarbeitet; die nach Entfernung der 
Phosphorsiiure mittels Baryt und des iiberschiissigen Bariums 
durch die genau nétige Menge Schwefelsiure erhaltene, farblose 
Fliissigkeit reagierte gegen Kongopapier schwach sauer. Sie gab 
auch nach starkem Einengen mit Aceton keine Fallung, Adenosin- 
phosphorsiiure konnte aus der Bleizuckerfraktion des exponierten 
Muskels im Gegensatz zum Verhalten des frischen also nicht 
gewonnen werden. 

Nach Entfernung des Acetons durch Destillation im Vakuum 
bei niederer T'emperatur wurde die Fliissigkeit mit einer Lésung, 
welche 20°/, Phosphorwolframsiure in 12,5°/,iger Schwefelsiure 
enthielt, villig ausgefillt, wozu nur wenige ccm Fiallungsmittel 
notig waren. Der geringfiigige Phosphorwolframsdureniederschlag 


— a ee ~ 
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wurde durch Zentrifugieren abgetrennt und nicht weiter verarbeitet. 
Es kénnen in ihm nur unbedeutende Mengen Adenosinphosphor- 
siure bzw. Inosinsiiure enthalten gewesen sein. 

Aus der klaren, iiberstehenden Fliissigkeit wurde Schwefel- 
siure und Phosphorwolframsiure durch Baryt entfernt und das 
Filtrat der Barytfillung unter Vermeidung jeglichen Uberschusses 
mit Schwefelsiure vom Barium befreit. Die Fliissigkeit gab 
starke Orcinreaktion im Gegensatz zum Verhalten der gleichen 
Fraktion aus frischer Muskulatur, die nach der Phosphorwolfram- 
siurefiillung nur eine durch Lactacidogen verursachte Gelbfiirbung 
bei der Orcinreaktion zeigt. Die nach Abtrennung des Barium- 
sulfates erhaltene Fliissigkeit wurde mit methylalkoholischer 
Brucinlésung versetzt. Bei der Neutralisaticn kam es — wiederum 
abweichend vom Verhalten der gleichen Fraktion aus frischer 
Muskulatur — sofort zu einer Fiillung, welche abfiltriert und mit 
kaltem Wasser gewaschen wurde. Die Fillung wird im folgenden 
kurz als Brucinfillung bezeichnet. 

Das nach dem Neutralisieren mit methylalkoholischer Brucin- 
lésung erhaltene Filtrat wurde im Vakuum auf etwa 10 ccm 
eingeengt und durch vorsichtige Acetonfaillung eine meist nur ganz 
geringfiigige Menge krystallinischen Brucinsalzes ausgefallt. Nach 
mehrtiigigem Stehen im Kisschrank wurde die klare iiberstehende 
Fliissigkeit abgegossen, die der Wand anhaftende Substanz in 
wenig kaltem Wasser gelést und erneut mit Aceton gefillt. In 
4 Versuchen wurden nur Spuren dieses Brucinsalzes erhalten, 
welches Fehlingsche Lésung reduzierte und starke Orcinreaktion 
gab, in einem Fall jedoch erhielt ich immerhin 0,5 g. Auch 
dieses Salz gab starke Pentosereaktion, doch reichte die Menge 
zur Identifizierang nicht aus. Mdéglicherweise war hier neben dem 
Brucinsalz einer Pentosephosphorsiure auch dasjenige des Lactaci- 
dogens in etwas reichlicherer Menge vorhanden. Bei genau 
gleicher Verarbeitung frischer Muskulatur werden unter den 
gleichen Versuchsbedingungen stets viele Gramme reinen von 
Pentosereaktion freien hexosemonophosphorsauren Brucins er- 


halten. 

Die Natur der oben erwaihnten Brucinfillung, die unmittelbar bei 
der Neutralisation der von Phosphorsiiure befreiten Fliissigkeit auftritt, 
konnte noch nicht endgiiltig aufgekliirt werden. Das Brucinsalz wurde 
zuniichst mehrfach auf der Zentrifuge mit Wasser gewaschen und alsdann 
mit verdiinnter Natronlauge zerlegt. Nach Abtrennung des ausgefillten 
Brucins wurde die Fliissigkeit mit der mehrfachen Menge von Athylalkohol 
versetzt. Nach kurzer Zeit begann die Krystallisation einer Substanz, die 
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nach der Abtrennung mit Alkohol gewaschen wurde. Die in Wasser ge- 
léste Substanz fiel mit ammoniakalischer Silberlésung, die Fallung war im 
Uberschub yon Ammoniak léslich. Die wirige Lisung der Substanz gab 
Diazo-Reaktion, die Weidelsche Probe und die Orcinreaktion waren negatiy, 
mit Phosphorwolframsiiure trat keine Fillung ein, die Lésung reduzierte 
Fehlingsche Lésung nicht und gab nach Veraschung mit konzentrierter 
Schwefelsiiure und Perhydrol keine Reaktion auf Phosphorsiiture mit dem 
Strychninmolybdatreagens. Die eben geschilderten Reaktionen stimmen mit 
dem Verhalten des Thymins iiberein, und wenn die Substanz auch nicht 
endgiiltig identifiziert worden ist, so mub an ihr Auftreten doch umsomehr 
gedacht werden, als kiirzlich von Schittenhelm und Chrometzka!) ge- 
zeigt werden kounte, daBb in mit Harnsiiure versetztem Blut bei Durch- 
strOmung der lebensfrischen menschlichen Leber eine Substanz auftritt, die 
die Autoren als Thymin identifizieren konnten. 


II. Hauptfraktion (Bleiessig-Ammoniakfallung). 

Die in der oben geschilderten Weise aus der Bleiessig— 
Ammoniakfiillung durch Zerlegung mit Schwefelwasserstoff ge- 
wonnene Zersetzungstliissigkeit zeigte saure Reaktion (Kongopapier 
wurde schwach gebliiut). Sie wurde im Vakuum bei einer 40° 
nicht iibersteigenden Temperatur des Heizwassers auf 150 ccm 
eingeengt. Die eingeengte Fliissigkeit blieb tiiber Nacht im Eis- 
schrank stehen, wobei es regelmiiBig zur Ausscheidung einer weiben, 
kreidigen Krystallmasse kam, die bei Verarbeitung frischer 
Muskulatur nicht auftritt. Die Krystalle wurden durch Absaugen 
isoliert. Bei weiterem Einengen der Mutterlauge im Vakuum auf 
20 com wurde eine zweite Krystallisation erhalten, die in ihrem 
Verhalten der ersten Fraktion glich. Beide Fraktionen wurden 
vereinigt und aus wenig heibem Wasser umkrystallisiert. 

Die Ausbeute der im Exsiccator getrockneten Substanz betrug 
in 4 verschiedenen Versuchen mit Muskelmengen von 4,9—5,5 kg 
iiberall mehr als 1,0 g. In dem mit der gréBten Muskelmenge 
angestellten Versuche war sie mit 1,4 g am ergiebigsten. Die 
mehrfach umkrystallisierte Substanz gab starke Orcinreaktion, ihre 
wibrige Loésung reagierte neutral, Silbernitrat verursachte starke 
Fillung, die Kosselsche Probe mit Salzsiiure und Zink fiel 
positiv aus, Pikrinsiiure gab keine Fillung und auch nach der 
Veraschung mit konzentrierter Schwefelsiiure und Perhydrol lieB 
sich Phosphorsiiure nicht nachweisen. 

Die Gesamtheit der eben geschilderten Reaktionen deutete 
auf einen nucleosidartigen Koérper. Die Stickstoffbestimmung der 
im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd bei 100° zur Konstanz 


') Diese Zs. Bd. 162, 8. 188 (1927). 
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getrockneten Substanz lieferte einen Wert, der genau dem fiir das 
Carnin errechneten entsprach und auch der Kohlenstofi- und 
Wasserstotfgehalt stimmte auf diese Substanz. 

DaB es sich wirklich um Carnin handelte, konnte an der 
Hand des von Haiser und Wenzel?) benutzten Verfahrens er- 
wiesen werden. Durch Behandlung mit verdiinnter Salzsiure in 
der Wiirme konnte salzsaures Hypoxanthin erhalten werden, und 
nach einmaliger Umkrystallisation aus Wasser wurde das aus 
letzterem gewonnene Hypoxanthin durch Elementaranalyse identi- 
fiziert. 

Zur Gewinnung von ‘T'riacetylinosin wurde das Carnin nach 
Haiser und Wenzel mit Essigsiiureanhydrid behandelt und die 
nach den Vorschriften dieser Autoren durch [Extraktion mit 
Chloroform gewonnene Substanz aus heibem Alkoliol umkrystalli- 
siert. Der Schmelzpunkt dieser Substanz stimmte mit dem von 
Haiser und Wenzel ermittelten iiberein und auch die Klementar- 
analyse ergab die berechneten Werte. 

Die Gewinnung von Carnin erfolgt in der eben geschilderten 
Weise sehr leicht und namentlich sei nochmals hervorgehoben, 
daB bei der beschriebenen Versuchsanordnung die Substanz in 
vollig remer Form erhalten wird, wihrend Haiser und Wenzel 
bei ihren Versuchen trotz sehr hiufiger Umkrystallisation niemals 
zu analysenreinen Priparaten gelangten. Sie erschlossen die 
Struktur des Carnins aus der Natur der von ihnen gewonnenen 
Spaltungsprodukte. Entsprechend seiner gréferen Reinheit zcigte 
das hier isolierte Carnin einen etwas héheren Zersetzungspunkt 
als das von Haiser und Wenzel (235—245° gegen Haiser und 
Wenzel 230—239°)., 

Durch die Isolierung analysenreinen Carnins wurde der letzte, 
noch ausstehende Beweis fiir die Richtigkeit der von Haiser und 
Wenzel vertretenen Auffassung geliefert, da& Carnin als eine 
iquimolekulare Verbindung von Hypoxanthin und Hypoxanthosin 
anzusehen ist. 

Nach Gewinnung der letzten Carninfraktion durch Krystalli- 
sation der eingeengten Fliissigkeit wurden die in Loésung ge- 
bliebenen unbedeutenden Reste der Substanz mit Silbernitrat 
ausgefillt. Die Fillung wurde wegen ihrer Geringfiigigkeit nicht 
weiter verarbeitet. Das Filtrat wurde mit Schwefelwasserstoft 
entsilbert und nach Abtrennung des Sulfidniederschlages durch 


1) Mon.-H. fiir Chemie Bd. 29, S. 157 (1909). 
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einen Luftstrom von Schwefelwasserstoff befreit. Die sauer re- 
agierende Fliissigkeit gab Orcinreaktion, sie enthielt keine an- 
organische, jedoch geringe Mengen organisch gebundener Phosphor- 
siure. Nach Neutralisation mit Ammoniak wurde sie mit Blei- 
essig genau ausgefallt, der gewonnene geringe Niederschlag auf 
der Nutsche mit Wasser gewaschen und alsdann mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt. Die Zersetzungsfliissigkeit wurde mit methyl- 
alkoholischer Brucinlésung neutralisiert, wozu nur eine geringe 
Menge, weit weniger als ein Gramm, verbraucht wurde. Nach 
Abtrennung eines unbedeutenden, sofort bei der Neutralisation 
auftretenden Niederschlages wurde im Vakuum auf ein Volumen 
von etwa 10 ccm eingeengt. Es konnte auch bei reichlichem 
Acetonzusatz nur eine geringfiigige Abscheidung von Brucinsalz 
erzielt werden, welches den Winden anhaftete. Nach lingerem 
Stehen im Eisschrank wurde die iiberstehende Fliissigkeit ab- 
gegossen; das ausgeschiedene Brucinsalz wurde in wenig kaltem 
Wasser gelist und erneut mit Aceton gefillt. Die so gewonnene 
Substanz zeigte Reduktion von Fehlingscher Lésung, gab Orcin- 
Reaktion und enthielt gebundene Phosphorsiure. Leider war 
die Menge derSubstanz zu gering, um sie mit der méglicherweise 
durch Hexosephosphorsiiure verunreinigten Pentosephosphorsiure 
zu identifizieren. 


III. Hauptfraktion (Silbernitrat—Ammoniak-Fallung). 


Die Silbernitrat-Ammoniakfraktion, deren Gewinnung oben 
(S. 12) geschildert wurde, wurde in etwa 300 ccm Wasser sus- 
pendiert und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Nach Abtrennung 
des Silbersulfids unter wiederholtem Waschen mit kaltem Wasser 
wurde die klare Fliissigkeit im Vakuum auf 10—15 ccm eingeengt. 
Nach mehrstiindigem Stehen trat Krystallisation ein, die Krystalle 
erwiesen sich als organisch. Die Menge war in den einzelnen 
Versuchen nicht sehr verschieden, sie lag zwischen 0,1 und 0,2 g. 
Nach ihrer Isolierung, wobei mit wenig kaltem Wasser mehrmals 
gewaschen wurde, gaben die Krystalle keine Orcinreaktion, ebenso- 
wenig enthielten sie organisch gebundene Phosphorsiure. Die mit 
siedendem Wasser hergestellte Loésung wurde auBer durch erneuten 
Zusatz ammoniakalischer Silberlésung auch durch Phosphor- 
wolframsiure in schwefelsaurer Lésung gefillt. 

Das eben beschriebene Verhalten sprach fiir das Vorhanden- 
sein von Purinbasen. Nach Zugabe von Pikrinsiurelésung blieb 
die Fliissigkeit auch bei lingerem Stehen klar, was das Fehlen 
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irgend in Betracht kommender Adeninmengen bewies, auch durch 
Ammoniak konnte eine Krystallisation nicht erzielt werden 
(Guanin). Beim vorsichtigen Hintrocknen der in Salpetersiiure 
celjsten Substanz iiber kleiner Flamme trat starke Gelbfiirbung 
auf, die nach Alkalizusatz in Rot umschlug. Angesichts des 
Fehlens von Guanin wies dies auf Nanthin hin. In dem eben- 
falls positiven Ausfall der Kosselschen Reaktion mit Salzsiiure 
und Zink war beim Fehlen von Adenin ein Hinweis auf das 
Vorhandensein von Hypoxanthin gegeben. 

Das demnach anscheinend vorliegende Gemenge von Xanthin 
und Hypoxanthin wurde dem von Kriiger und Salomon?) be- 
schriebenen Trennungsverfahren unterworfen Der nach Behandlung 
mit Salzsiiure durch Kindampfen auf dem Wasserbade gewonnene 
Trockenriickstand konnte auf Grund der Angaben dieser Autoren 
nach dem Lésen in heibem Wasser und mehrstiindiger Digestion 
der Lésung bei 40° in eine leicht lésliche und eine fast unlisliche 
Fraktion getrennt werden. 

Die letztere wurde nochmals mit Wasser bei 40° mehrere 
Stunden digeriert. Nunmehr abgetrennt gab die Substanz zweimal 
aus verdiinnter Natronlauge durch Neutralisation mit Kssigsiiure 
umkrystallisiert beim Eintrocknen mit Salpetersiiure einen intensiv 
gelbgefarbten Riickstand, der sich beim Betupfen mit wiibriger 
Ammoniaklésung rot fiirbte, die Reaktion nach Kossel mit Salz- 
siure und Zink fiel dagegen negativ aus. Eine im Vakuum der 
(zideschen Olpumpe bei 100° iiber Phosphorpentoxyd getrocknete 
Probe lieferte bei der Mikrobestimmung des Stickstoffs nach 
Kjeldahl 36,13°/, Stickstoff, wiihrend sich fiir Xanthin 36,85°/, 
errechnen, 

Die leicht lésliche Fraktion wurde erneut mit Salzsiiure 
behandelt und nach Entfernung der iiberschiissigen Siure auf 
dem Wasserbade mit wenig Wasser bei einer Temperatur von 
4° wiederum digeriert. Von einem geringfiigigen bei der Digestion 
ausfallenden Niederschlag(Xanthin?) wurde abgetrennt, die Lisung 
nunmehr nochmais mit ammoniakalischer Silberliésung ausgefillt 
und die nach Zerlegung des gewaschenen NSilberniederschlages 
mittels Schwefelwasserstoff gewonnene Zersetzungsfliissigkeit auf 
dem Wasserbade bis zur Krystallisation eingeengt. Die isolierte 
und zweimal aus heiBem Wasser umkrystallisierte Substanz zeigte 
einen stark positiven Ausfall der von Kossel angegebenen Reaktion 


1) Diese Zs. Bd. 26, S. 373 (1898/99). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXV. 
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mit Zink und Salzsiiure, gab dagegen beim vorsichtigen Eindampfen 
mit Salpetersiiure keinen gelbgefiirbten ‘Trockenriickstand mehr. 
Kine Mikrostickstoffbestimmung nach Kjeldahl leferte einen auf 
Hypoxanthin stimmenden Wert. Von den 0,1—0,2g des aus An- 
siitzen mit 5 kg gewonnenen Purinbasengemisches bestand jeweils 
die Hauptmenge aus Hypoxanthin. 


Vergleichende Versuche an frischer und exponierter Muskulatur. 
Tabelle 1. 


Carninausbeute nach vierstiindiger Exposition. 





g Carnin aus 
Nr. Datum 1 kg Muskulatur 

1 ae x OF 0,19 

9 5. 7. 28. 0,21 

3 4.10. 28. 0,19 

4 19. 11. 28. 0,27 

5 19, 11. 28. 0,20 

6 3. 1.29. 0,22 











Mittel: 0,21 g 


In 6 weiteren Versuchen kam statt 5kg nur 1 kg Muskulatur 
zur Verarbeitung. Auch hier gelang regelmibig nach 4stiindiger 
Exposition von Muskulatur in der oben geschilderten Weise die 
Reindarstellung von Carnin, wobei die Menge der trocknen, noch 
nicht umkrystallisierten Substanz, wie aus Tabelle 1 ersichtlich 
ist, in den verschiedenen Versuchen zwischen etwa 0,19 und 0,27 g 
schwankte. Genau gleichartige Verarbeitung von 1 kg lebensfrischer 
Muskulatur, die unter den von Embden und Zimmermann 
beschriebenen VorsichtsmaBnahmen so rasch wie méglich nach 
dem T’ode gewonnen und in eisgekiihlter Salzsiure aufgefangen 
worden war, ergab hingegen auch bei starkem Einengen des 
zersetzten Bleiessig-Ammoniakniederschlages nie die geringste 
Carninausbeute. Allerdings lieB sich mit Silbernitrat hier eine 
minimale Fiillung erzielen, fiir eine weitere Verarbeitung war sie 
aber zu geringfiigig und auch in einem Versuch, der statt an 
1 kg an 5 kg frischer Muskulatur vorgenommen wurde, lieferte 
die Zersetzungsfliissigkeit des Bleiessig-Ammoniakniederschlages 
beim Einengen auf 10—15 ccm keine Krystallisation und gab 
mit Silbernitrat nur eine ganz unbedeutende Fallung, die nach 
dem Waschen mit kaltem Wasser starke Orcinreaktion zeigte. 
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Bei Zusatz von Ammoniak ging sie in Loésung. Vermutlich 
handelte es sich um freies Hypoxanthosin; Adenosinphosphorsiure 
und Inosinsaure konnten jedenfalls dadurch ausgeschlossen werden, 
daB nach Veraschung mit konzentrierter Schwefelsiiure und Per- 
hydrol Phosphorsiure nicht nachweisbar war. 

Ganz iihnlich wie das Carnin verhielten sich die freien 
Purine, die aus den Filtraten der Bleiessig—Ammoniakfillung 
nach vierstiindiger Exposition von 1 kg Muskulatur regelmiBig in 
der oben beschriebenen Weise gewonnen werden konnten, wihrend 
bei Verwendung frischer Muskulatur in den véllig gleichartig 
vorbehandelten Filtraten der Bleiessiz—Ammoniakniederschlige 
iiberhaupt keine Fiallung eintrat. Freilich mu’ nochmals auf 
die oben erwahnte T'atsache hingewiesen werden, daB die in Frage 
kommenden Purinbasen nicht véllig quantitativ in die Kupfer- 
kalkfallung eingehen. 

In einer weiteren Reihe von an je 1 kg Muskulatur vor- 
genommenen Versuchen wurde von vornherein auf die Isolierung 
von Carnin und freien Purinbasen verzichtet, dagegen versucht, 
bei im iibrigen genau gleichem Vorgehen den Gehalt der drei oben 
beschriebenen Hauptfraktionen an mit ammoniakalischer Silber- 
lisung fallbarem Stickstoff zu ermitteln. In dieser Lésung ist 
auBer den freien Purinen auch das Carnin auBerordentlich schwer 
léslich, wiahrend freies Hypoxanthosin in Abwesenheit Aqui- 
molekularer Mengen von Hypoxanthin im UberschuB des Fiillungs- 
mittels léslich ist. 

Es wurde so vorgegangen, da8 zunichst genau in der gleichen 
Weise wie bei den Darstellungsversuchen die Niederschlige der 
drei Hauptfraktionen hergestellt und mit Schwefelwasserstoff zer- 
legt wurden. Die Zersetzungsfliissigkeiten wurden nunmehr auf 
je 1 Liter aufgefiillt und gemessene aliquote Teile (10 ccm) mit 
ammoniakalischer Silberlésung ausgefillt. Bei den Versuchen an 
exponierter Muskulatur wurden die sofort auftretenden Nieder- 
schlige nicht vor Ablauf einer halben Stunde abgetrennt, bei 
jenen an lebensfrischem Material, wo zunichst nur eine ganz 
geringfigige, erst nach lingerer Zeit sich absetzende Triibung 
eintrat, wurde erst 12 Stunden nach der Fillung filtriert. Die 
Filtration erfolgte in allen Versuchen durch aschefreie Filter. 
Der Niederschlag wurde zweimal mit ammoniakhaltigem Wasser 
gewaschen, das Filter samt dem Niederschlag dann in Mikro- 
kjeldahlkolben so lange mit reinstem Magnesiumoxyd gekocht, 
bis kein Ammoniak mehr entwich, und nunmehr mit 3 ccm konzen- 
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trierter Schwefelsiiure verascht, wobei ein Blindversuch, indem 


. 


ein Filter gleicher Beschaffenheit verascht wurde, mitliet. 


Tabelle 2. 


Mit ammoniakalischer Silberlésung fiillbarer Stickstof in 1 kg 


A. frischer Muskulatur. 


3. nach vierstiindiger Exposition. 
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1 4.10. 28. 4,9 4,9 1 | 4. 10. 23. 62,2 ¢ : 
2 |29.10.28.] 11,1 | — | 11,1 |] 2 f29.10.28.] 42,0 | 54,9 | 96,9 
3 |19.11.28.] 50] — 5,0 || 3 129.10. 28.] 84,8 7,5 | 92,8 
4 119.11.28.] 90,4 6,5 | 98,9 
6 119.11.28.] 47,9 | 42,4 | 90, 
6] 3. 1.29.1 65,0 | 24,2 | 89,3 
Mittel: 7,0 Mittel: 93,2 


In den Zersetzungsfliissigkeiten aus den Bleizuckernieder- 
schliigen lieB sich weder bei Verarbeitung lebensfrischer noch bei 
Verwendung exponierter Muskulatur bei Zusatz ammoniakalischer 
Silberlésung eine Fiallung erzielen, dagegen zeigten die beiden 
anderen Hauptfraktionen je nach der Vorbehandlung der Mus- 
kulatur deutliche Unterschiede. Aus dem zersetzten Bleiessig- 
ammoniakniederschlag der frischen Muskulatur wurden durch 
ammoniakalische Silberlésung weit geringere Mengen stickstoff- 
haltiger Substanz ausgefallt, wie aus der gleichen nach vierstiindiger 
Exposition gewonnenen Fraktion. In 3 Versuchen an je 1 kg 
frischer Muskulatur wurden in dem zersetzten Bleiessigammoniak- 
niederschlag 5—11 mg mit ammoniakalischer Silberlésung fallbarer 
Stickstoff gefunden, wihrend entsprechende Versuche an expo- 
nierter Muskulatur 42—90 mg Stickstoff ergaben. 

Die in der friiher geschilderten Weise vorbehandelten und 
auf 1000 ccm aufgefullten Filtrate der Bleiessigammoniaknieder- 
schlige gaben bei Verwendung exponierter Muskulatur regelmibig 
Fiillungen mit ammoniakalischer Silberlésung, entsprechend dem 
oben bei der Jsolierung der Purinbasen geschilderten Verhalten. 
Dort wurde diese Fallung ja als Silbernitrat-Ammoniakfillung 
bzw. III. Hauptfraktion bezeichnet. Dieser Silberniederschlag 
enthielt bei Verwendung exponierter Muskulatur von Fall zu Fall 
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wechselnde Mengen an fallbarem Stickstoff. Im Gegensatz dazu 
gab die entsprechende Fraktion aus frischer Muskulatur iiber- 

haupt keine Fiallung mit ammoniakalischer Silberlésung. 
Der gesamte fillbare Stickstoff in dem zersetzten Bleiessig- 
ammoniakniederschlag und in dessen Filtrat erreicht in exponierter 
Muskulatur, wie aus der letzten Reihe der Tabelle 2 hervorgeht, 
iiberall einen sehr iihnlichen Wert. Die Zahlen liegen zwischen 
s9—97 mg. Ich muB die Frage offen lassen, ob bei der Her- 
stellung des JBleiessigammoniakniederschlages eine wechselnde 
Menge ireien Purins mitgefillt wurde oder ob das relative Ver- 
hiltuis zwischen Hypoxanthosin bzw. Carnin einerseits und freiem 
Purin andrerseits in der Tat von Versuch zu Versuch verschieden 
war. Im Mittel aus den 3 an frischer Muskulatur angestellten 
Versuchen wurden jedenfalls nur 7 mg mit ammoniakalischer 
Silberlésung fillbaren Stickstoffs gefunden, wiihrend der ent- 
sprechende Durchschnittswert fiir exponierte Muskulatur 93 mg 

betrug. 

: Die Tatsache, daB die frische Muskulatur keine nennens- 
werten Mengen freien Purins enthilt, wurde von mir schon vor 
lingerer Zeit ermittelt und auf meine Befunde in einer Arbeit 
von Embden und Wassermeyer?) ausdriicklich hingewiesen. Nach 
den in dieser Arbeit von Embden und Wassermeyer gewon- 
nenen Ergebnissen und meinen eigenen von den genannten Autoren 
erwihnten Feststellungen konnte als Muttersubstanz des Ammo- 
niaks in der Muskulatur nur Adenosinphosphorsiiure und Adenosin, 
nicht aber freies Adenin in Frage kommen, letzteres auch des- 
vegen nicht, weil es nach den von G. Schmidt?) verdffentlichten 
Untersuchungen von Muskulatur iiberhaupt nicht desaminiert wird. 
Aus dem gleichen Grunde konnten von vornherein Guanin und 
seine verschiedenen Verbindungen als Ammoniakquellen im Muskel 
ausgeschlossen werden. Neuerlich konnte G.Schmidt*) den Nach- 
weis fiihren, daB das gesamte bei kurzdauernder Exposition von 
Muskulatur unter den von Embden und Wassermeyer ge- 
] schilderten Bedingungen freiwerdende Ammoniak (B-Wert dieser 
- Autoren) durch eine Fermentlésung in Freiheit gesetzt wird, 
welche ausschlieBlich Muskeladenosinphosphorsiiure, nicht aber 
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. Adenosin desaminiert, womit der Beweis erbracht ist, dab in 
g - ‘) Diese Zs., Bd. 179, S. 236 (1928). 

o 2) Ronas Ber., Bd. 42, S. 562 (1928); Diese Zs., Bd. i179, S. 243 (1928). 






3) Diese Zs., erscheint demniichst. 





22 Konrad Pohle, 


frischer Muskulatur nicht nur Adenin, sondern auch Adenosin 
fehlt. In Ubereinstimmung mit diesen Befunden konnte Parnas?) 
an der Hand eines von Thannhauser undCzoniczer’) angegebenen 
Verfahrens in frischer Muskulatur wohl Mononucleotide, aber keine 
nennenswerten Mengen von freien Purinen nachweisen. 

Nachdem ich mich so iiber die bei vierstiindiger Exposition 
von Kaninchenmuskulatur auftretenden Mengen silberammoniak- 
fillbarer Substanz unterrichtet hatte, untersuchte ich, ob durch 
Zugabe von Muskeladenosinphosphorsiure bei der Exposition die 
Menge des Purin- und Carninstickstoffs erhéht wird. Hierbei 
wurden zunichst etwas mehr als 2 kg lebensfrischen Muskelbreis 
von Kaninchen gut durchgemischt und dann 1 kg genau wie in 
den zuletzt geschilderten Versuchen in Natriumbicarbonatlésung 
4 Stunden bei 40° digeriert, zu dem zweiten im iibrigen gleich- 
artigen Ansatz fiigte ich annihernd 4,1 g reiner und trockner 
Muskeladenylsiiure hinzu. 


Tabelle 3. 
Mit ammoniakalischer Silberlésung fillbarer Stickstoff in 1 kg Muskulatur. 




















Bleizucker- eng 8 oe der Zu- 
Nr.| Art des Ansatzes fillung ———— he Sa 
fillung |NH,-Fallung 
mg ms 
mg mg 
1 Ohne Zusatz. . — 65,0 24,2 89,3 
2 Mit Zusatz von 
4,1 g Muskel- 
Adenylsiure . . 13,9 235,1 - 23,8 —_ — 272,8 
Differenz.... + 13,9 | +170,0 | — 0,4 | +183,5 





In dem Versuche ohne Adenylsiurezusatz wurde, wie aus 
Tabelle 3 hervorgeht, in naher Ubereinstimmung mit den in 
Tabelle 2 niedergelegten Ergebnissen 89 mg mit Silberammoniak 
fillbaren Stickstoffs gefunden, davon 65 mg in der Bleiessig- 
ammoniakfraktion, 24 mg im Filtrat. dieser Fallung. Im Zusatz- 
versuch mit Adenylsiure erhielt ich iiber 270 mg, davon 235 mg 
in der Bleiessigammoniakfraktion, in deren Filtrat also nicht 
mehr als im Versuch ohne Zusatz. In diesem Versuch war 
iibrigens im Gegensatz zu allen Leerversuchen eine gewisse Menge 


1) Klin. Woch., Bd. 7, S. 2011 (1928) und Biochem. Zs., Bd. 206, S. 16 
(1929). 
*) Diese Zs., Bd. 110, S. 309 (1920). 
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mit ammoniakalischer Silberlésung fillbaren Stickstoffs auch in 
die Bleizuckerfraktion eingegangen. 

Im Zusatzversuch betrug der Mehrgehalt an mit Silber- 
Ammoniak fillbaren Stickstoff 184 mg, wihrend die in Form von 
Muskeladenylsiure zugesetzte Stickstoffmenge etwa 824 mg ent- 
sprach. Unter der wahrscheinlich zutreffenden Annahme, dab die 
Adenosinphosphorsiure wihrend der Exposition vollkommen des- 
aminiert wurde, erniedrigt sich die am SchluB des Versuchs in 
Form von Nichtammoniak vorhandene Stickstoffmenge aus Adenosin- 
phosphorsiiure um '/, auf etwa 659 mg. Von dieser Stickstoff- 
menge konnten nur 184 mg — entsprechend anniihernd 28°/, 
der Gesamtmenge — als silberammoniakfallbarer Stickstoff nach- 
gewiesen werden. Ein relativ geringer ‘Teil dieses Verlustes ist 
freilich dadurch bedingt, daB im Zusatz- und Kontrollversuch 
etwa '/, des Gesamtvolumens der Schenckschen Fiillung unter 
den von mir gewihlten Versuchsbedingungen beim Abtrennen des 
KiweiBniederschlages durch Absaugen verloren ging. Von der 
zugesetzten Adenosinphosphorsadure war nach der Exposition nichts 
mehr nachweisbar, denn die Verarbeitung des Bleizuckernieder- 
schlages in der von Embden und Zimmermann geschilderten 
Weise fiihrte auch hier, wie in den oben beschriebenen Expositions- 
versuchen ohne Adenylséurezusatz zu keinem positiven Ergebnis. 
Dagegen erscheint es nicht als ausgeschlossen, daf in die Bleiessig- 
ammoniakfallung Inosinsiure eingegangen war, deren Silbersalz in 
Ammoniak léslich ist, die also bei der Fillung nicht mehr erfaBt wurde. 

Die durch Adenylsaiurezusatz erzielte Vermehrung des mit 
ammoniakalischer Silberlésung fallbaren Stickstoffs ist also aus- 
schlieBlich auf phosphorfreie Abbauprodukte dieser Substanz zu- 
riickzufiihren. Dementsprechend konnte im Zusatzversuch auch 
mehr Carnin isoliert werden. Aus dem Leerversuch gewann ich 
in naher Ubereinstimmung mit den oben geschilderten Ergebnissen 
(S. 18) 0,22 g¢ Rohcarnin, aus dem Zusatzversuch dagegen 0,73 g. 

Im ganzen geht aus dem eben beschriebenen Zusatzversuch 
mit Sicherheit hervor, daB die Muskeladenosinphosphorsiure die 
Muttersubstanz der bei kurzdauernder Autolyse von Muskulatur 
auftretenden Purinsubstanzen ist. Als intermediires Produkt 
dieser Purinbildung mu8 das in Form seiner Additionsverbindung 
mit Hypoxanthin als Carnin isolierte Hypoxanthosin aufgefabt 
werden. Da die Menge des Carnins und der freien Purinkérper, 
die isoliert oder durch ammoniakalische Silberfillung anniihernd 
bestimmt werden konnte, weit hinter derjenigen zuriicksteht, die 
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sich aus der im Muskel von vornherein vorhandenen oder ihr bei 
der I¢xposition zugesetzten Adenylsiiure theoretisch ableiten ]iBbt, 
so ist es nicht notwendig, irgendwelche andere Quellen auBer 
Adenosinphosphorsiiure fiir die [fypoxanthosin- und Hypoxanthin- 
bildung in der Muskulatur anzunehmen, und die in einer eingangs 
erwihnten Arbeit von Burian!) zuerst gemachte Beobachtung, 
dab bei der Muskeltitigkeit Purinbasen entstehen, wird durch die 
voriegende Untersuchung weitgehend erklirt. Die geringen iso- 
hierten Nouthinmengen dirfen wohl sicherlich als ein unter der Ein- 
wirkung von \anthinoxydase entstandenes Derivat des Hypoxanthins 
angesechen werden. Harnsiiurebildung konnte ich in hier nicht 
niiher za sclildernden anaeroben Expositionsversuchen ohne Zusatz 
eines Wasserstoffacceptors ebensowenlg wie cine solche von Allantoin 
nachweisen, doch ist der Weg von Hypoxanthin zur Harnsiiure 
ja oline weiteres durch die Arbeiten von Hopkins‘), Dixon?) 
und ihren Mitarbeitern gegeben. Sind sonach die nach an- 
eestrengter Muskelarbeit vermehit im Harn auftretenden Purin- 
k6rper einschheBlich der Harnsiiure fraglos als Abbauprodukte 
einer bestimmten Titigkeitssubstanz, niimlich der Muskeladenosin- 
phosphorsiiure, anzusehen, und darf man, falls die oben (S. 10) 
wiedergegebenen Anschauurgen Burians zutreffen, auf Grund 
meiner Krgebnisse die Muskeladenosinphosphorsiure als wesent- 
lichste Quelle der endogenen Harnsiiure betrachten, so mub auBer- 
dem nach einer neuerlich von Abderhalden und Buadze’‘) 
verdffentlichten Untersuchung daran gedacht werden, dab die 
Adenosinphosphorsiiure auch als die oder eine der Muttersubstanzen 
des Kreatins in Betracht kommt, doch soll auf diese Frage, fir 
die die vorliegende Arbeit keine experimentellen Belege beibringt, 
nicht weiter eingegangen werden. 

Auch der oben schon erwiihnte Befund einer bei der Ex- 
position des Muskels auftretenden Substanz, die eine Reihe von 
Reaktionen zcigte, wie sie dem 5-Methyluracil (Thymin) eigen- 
tiimlich sind, sei nur in Hinblick auf die bereits erwiihnten 
Untersuchungen von Schittenkhelm und Chrometzka‘), die 


') Diese Zs. Bd. 43, 8S. 494 (1904/5). 

*) F.G. Hopkins, Skand. Arch. Physiol. Bd. 49, S. 33 (1926). 

\ M. Dixon, Biochemieal. Jl. Bd. 19, 8S. 507 (1923) und Bd. 20, S. 703 
(1926). Ferner M. Dixon u. 8S. Thurlow, Biochemical. Jl. Bd. 19, 8, 672 
(1925); Bd. 18, S. 971 (1924); Bd. 18, S. 976 (1924); Bd. 18, S. 989 (1924). 

‘) Zs. f. gesamte exper. Med. Bd. 65, 8S. 1 (1929); E. Abderhalden u. 
S. Buadze, Med. Klin. Bd. 25, I, 8S. 11 (1929). 

) Diese Zs. Bd. 162, S. 188 (1927). 
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einen genetischen Zusammenhang zwischen Purinsubstanzen und 
Thymin wahrscheinlich machen, nochmals kurz beriihrt. Gerade 
in der Bildung derartiger tieferer Abbau- und entfernterer Umbau- 
produkte kénnte zum Teil die Ursache daftir gelegen sein, dab 
nach kurzdauernder Exposition von Muskulatur ohne und mit 
Zusatz von Adenylsiure die Ausbeute an Hypoxanthosin und 
Hypoxanthin weit hinter der theoretisch errechneten zuriickbleibt, 
zum ‘'eil ist fiir die Unvollstiindigkeit dieser Ausheute aber 
sicherlich auch die Unvollkommenheit der angewandten Methodik 
verantwortlich zu machen. 


Analytische Belege. 


I. Carnin. 

Kine dreimal aus heiBem Wasser umkrystallisierte und in evakuierten 
Exsicecator tiber konzentrierter Schwefelsiiure zur Konstanz getrocknete 
Substanzprobe begann bei der Schmelzpunktbestinmung bei 235° lang-an 
sich zu bréunen, bei 245° war die Verkohlung voll-tindig. 


Gesamtanalyse. 


5,410 mg des gleichen Priiparates lieferten im Hochvakuum 


Phosphorpentoxyd bei 190° zur Konstanz getrocknet §,750 mg CO,, 2,00 mz 
H,O und 0,021 mg Rest. 2,953 mg der genau gleich behandelten Substa: 
gaben 0,703 com Ny, bei 20° und einem Barometerstand von 765 mm. Dies 


bedeutet in Prozenten: 


Gefundem ....... 27,87 $4.0] 4.14 2 


Berechnet tir Carnin 27,72 $455 99 2 


Zerlegung in Hypoxanthin und Hypoxant! 
A. Hypoxanthin. 

0,6300 g eines zweimal umkrystallisierten Carninpraparates w 
nach Haiser und Wenzel mit Salzsiiure zerlegt. Das gewonnene Hy; 
xanthin wurde einmal aus Wasser umkrystallisiert und im Hochvaksuu 
iiber Phosphorpentoxyd bei 100° zur Konstanz getrockuet. 

5,260 mg dieses Priiparates entwickelten 8,490 mg CQ, und 1,55 mz 
H,O. 2,943 mg lieferten 1,028 cem N, bei 19° und 765 mm Druck. Dies 
entspricht in Prozenten: 

N C H O 
ee 41.10 44,02 2,87 12 
Berechnet fiir Hypoxanthin 41.18 44,10 2.95 


b. Hypoxantho-in. 

0.9978 ¢ Carnin wurden zur Gewinnung von Triaeetylinosin na 
Haiser und Wenzel mit Essigsiiureanhydrid bebandelt Das aus d 
Chloroformextrakt gewonnene Produkt brachte einmal aus heifem A 
alkohol umkrystallisiert eine Ausbeute von 0.4968 g. Sehmelzpunkt 
scharfem Erhitzen 234° (unkorr.). 
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3,010 mg der Substanz im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd bei 
100° zur Konstanz getrocknet gaben bei der Elementaranalyse 6,230 mg 
CO, und 1,52 mg H,O. 2,882 mg entwickelten 0,359 eem N, bei 19,5° und 
765 mm Druck. Der Prozentgehalt ergibt sich danach zu: 


N C H O 
eee ee ee ee 14,63 48,41 4,85 32,11 
Berechnet fiir Triacetylinosin 14,22 48,71 4,60 32,47. 


Il. Hypoxanthin (direkt aus der Hauptfraktion III isoliert). 
Stickstoffbestimmung. 


19,380 mg Substanz, zweimal aus heiBem Wasser umkrystallisiert und 
im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd bei 100° zur Konstanz getrocknet, 
wurden in einem 35 cem MeBkélbchen aufgelést und in mehreren Parallel- 
bestimmungen je 1cem mit konzentrierter Schwefelsiure und Kupfersulfat 
nach dem Mikrokjeldahlverfahren verascht. Dabei lieferten 0,5537 mg Sub- 
stanz unter Beriicksichtigung des Leerwertes 0,224 mg N,. Es entspricht 
dies einem Gehalt von 40,45°/, gegeniiber einem postulierten Wert von 41,18°/). 


III. Xanthin. 
Stickstoffbestimmung. 


6,848 mg Substanz, zweimal aus verdiinnter Natronlauge durch Um- 
fiillen mit Essigsiiure gereinigt und im Hochvakuum tiber Phosphorpentoxyd 
bei 100° getrocknet, wurden in einem 35 cem Me8kélbchen in n/20 ammoniak- 
freier Natronlauge gelést und in Doppelbestimmungen je 1 cem mit konzen- 
trierter Schwefelsiiure und Kupfersulfat nach dem Mikrokjeldahlverfahren 
verascht. Nach Abzug des Leerwertes ergab sich ein Stickstoffgehalt von 
0,0707 mg fiir 0,19566 mg Substanz. Dies bedeutet einen gefundenen Gehalt 
von 36,13°/, gegeniiber einem theoretischen von 36,85°/). 


Zusammenfassung. 


Die wesentlichsten Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung 
sind folgende: 

1. Nach kurzdauernder Exposition von Kaninchenmuskulatur 
bei 40° in Natriumbicarbonatlésung JiBt sich die bei Verarbeitung 
lebensfrischer Muskulatur nach Embden und Zimmermann 
leicht gewinnbare Muskeladenosinphosphorsiiure ebensowenig mehr 
nachweisen, wie deren unmittelbares Desaminierungsprodukt 
Inosinsiiure. 

2. Im Gegensatz zum Verhalten frischer Muskulatur konnten 
aber aus exponierter Muskulatur mehrere charakteristische tiefe 
Abbauprodukte der Muskeladenosinphosphorsiiure gewonnen werden. 
Die Pentoseverbindung des Hypoxanthins wurde in Form ihrer 
Additionsverbindung mit Hypoxanthin als Carnin erhalten. Diese 
Substanz konnte in der vorliegenden Arbeit wohl zum ersten Male 
und in recht einfacher Weise rein dargestellt werden. Daneben 
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wurde aus exponiertem Muskel auch freies Hypoxanthin und 
wohl als dessen unter der Einwirkung von Xanthinoxydase ent- 
standenes Umwandlungsprodukt Xanthin gewonnen. 

3. Die Herkunft des Carnins und der eben genannten Purin- 
kérper aus der Muskeladenosinphosphorsiure wird aufer durch 
die Tatsache, daB diese Substanzen gleichzeitig mit dem Ver- 
schwinden der Muskeladenylsiure auftreten, auch dadurch er- 
wiesen, daB die Menge des Carnins und der freien Purinkirper 
durch Zusatz von Adenylsiiure bei der Exposition stark vermelrt 
wird, 

4, Die Bedeutung der Muskeladenosinphosphorsiiure als 
Muttersubstanz der endogenen Harnsiiure und ihrer Vorstufen 
Hypoxanthin und Xanthin wird erértert und im AnschluB an 
neuere Untersuchungen anderer Autoren auf die Méglichkeit hin- 
sewiesen, daf Muskeladenosinphosphorsiiure auch als Quelle fiir 
Kreatin und Pyrimidinderivate, insbesondere Thymin, in Frage 
kommt. 

5. Unter den in allen Versuchen der vorliegenden Arbeit 
gewihlten Expositionsbedingungen wird die Hexosemonophosphor- 
siure (Lactacidogen) vollstindig oder nahezu vollstiindig abgebaut, 
wihrend gleichzeitig — wiederum als Abbauprodukt der Adenosin- 
phosphorsféure — allem Anschein nach geringe Mengen einer 
Pentosephosphorsiure auftreten kénnen. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, mit deren 
Unterstiitzung die vorliegende Untersuchung ausgefiihrt wurde, 
méchte ich meinen aufrichtigen Dank aussprechen, 
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Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. 


28. Mitteilung. 


Uber die Extraktivstoffe des Hiihnerfleisches. 


Von 


N. Tolkatschewskaia. 


(Aus dem Medizinisech-chemisehen Laboratorium der I. Universitat Moskau.) 


(Der Kedaktion zugegangen am 15, August 1929.) 


Die in dieser Zeitschrift soeben erschienene Arbeit von 
D. Ackermann, O. Timpe und k. Poller?) veranlaBt mich schon 
jetzt, die Resultate meiner noch nicht voéllig abgeschlossenen 
Untersuchungen an dem Hiihnertleische zu ver6ffentlichen. 

Meine Untersuchungen fiihrten mich zum Nachwelse einer 
neuen Base, die scheinbar mit dem Anserin der genannten 
Autoren identisch ist. 

Meine Untersuchungen verfolgen das Ziel, die Frage iiber 
das Vorkommen des Carnosins im Vogelfleische aufzukliren. Das 
von W. Gulewitsch und 8, Amiradzibi*) entdeckte Carnosin ist 
ein spezitischer Bestandteil der quergestreiften Muskulatur. Die 
im hiesigen Laboratorium ausgefiihrten Untersuchungen  stellten 
die Abwesenheit des Carnosins in Leber, Niere, Milz, GroBhirn, 
Lungen, Placenta, Uterus, im Blute, Harne und in der Milch so- 
wohl wie in den etiolierten Keimlingen des Lupinus luteus fest.”) 

Was die Verbreitung des Carnosins unter den verschiedenen 
Klassen des Tierreiches anbetrifft, so ist das Vorkommen des 
Carnosins im Fleische aller untersuchten Wirbeltiere bestitigt 
worden.) 

Aus dem Fleische der Reptilien und Ampbibien®) ist das 
Carnosin zwar nicht in Substantia isoliert worden, doch ist seine 


1!) Diese Zs. Bd. 188, S. 1 (1929). 
2) Diese Zs. Bd. 30, 8S. 560 (1900). 
5) Zusainmenfassende Literatur, Diese Zs. Bd. 158, 8. 28 (1926). 
) M. Clifford, Biochem, Jl. Bd. 15, S. 725 (1921). 
5) M. Clifford, ava.O., W. Keil, W. Linneweh und K. Pollak, 
Zs. Biol. Bd. 86, S. 187 (1927). 


a 
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Anwesenheit asocolorimetrisch festgestellt worden. Unter den 
Fischen ist das Carnosin bei den Acantopteren und Physostomen 
nachgewiesen worden, bei den Anacanthenen, sowohl wie im 
Reiche der Avertebraten fehlt das Carnosin (M. Clifford). 

Was das Vogelfleisch anbetrifft, so ist hier die Abwesenheit 
des Carnosins von M. Clifford an Eulen und Finken festgestellt 
worden. 

Die Anwesenheit des Carnosins in der weiben und in der 
roten Muskulatur anderer Wirbeltiere ist bestiitiet. Deshalb war 
das Vorhandensein des Carnosins bei Végeln anderer Art ver- 
mutbar. Diese Voraussetzung veranlaBte mich, auf den Vorschlag 
von Herrn Prof. Dr. W. Gulewitsch, das Hithnertleisch zu unter- 
suchen, mit Bereitwilligkeit einzugehen. 

Gleichzeitig ergab sich die Moglichkeit, andere stickstoff- 
haltige Extraktivstoffe des Vogelfleisches in Augenschein zu 
nehmen, was in Betracht mit den Besonderheiten des Stickstotf- 
wechsels der Viégel besonderes Interesse aufwies. 

Die stickstoffhaltigen Extraktivstoffe des Hiihnerfleisches sind 
his jetzt wenig studiert worden. Es ist nur bekannt, dab der 
Stickstoff des Kreatinins 4,57°/, und der Purinstickstoff 0,55° 
des Allgemeinstickstoffes betriigt.!) Die Verteilung des Stickstoffes 
in den einzelnen Fraktionen habe ich an einem Extrakte aus 1880 ¢ 
Hiithnerfleisch bestimmt und die Ergebnisse dieser Bestimmungen 
sind in folgender 'Tabelle zusammengestelt. 


Fraktionen Stickstoffinenge 

1. HiweiBiveies Extrakt . .. . . 6 sw © © ws 0,496 °, 
2. Quecksilbersulfatniederschlag . . . 2. 2. 2. 1... 0,091 

3. ber Gilbertiiederschiag . . . . 1 «© s+ © w @ 0,025 ,, 
4. ler Silber-Barytniederschlag . ....... . 0,006. ,, 
5. Ifer Silberniederschlag .........2.~. 0,001 

6. Iler Silber-Barytniederschlag . . . . 2... 0,004 ,, 

Filtrat vom Quecksilbersulfatniederschlag: 

t bey Gilpermiederschiagw «6 6s ht te ws 0,025 ,, 
8. Ier Silber-Barytniederschlag . . ....... 0.048 ,, 
9. Ther Bitmermioderseiiag@ 2... wt tt tw 0.005 ,, 
10. Iler Silber-Barytniederschlag . . . . . . .. . 0,040 , 
11. Jod—Wismutniederschlag. . . . - . .. ss. 0.074 ., 


Fassen wir diese Resultate der Stickstoffverteilung in ein- 
zelnen Fraktionen des Hiihnerfleisches mit den bekannten An- 
gaben anderer Autoren iiber Rind- und Schweinefleisch zusammen, 






1) Tabulae biologicae Bd. IIL (1926). 
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so wird ersichtlich, daB der Silber—Barytniederschlag, d.h. die 
Carnosintraktion im Hiihnerextrakte im Vergleich zu derselben 
Fraktion des Rind- und Schweinefleisches, sehr arm an Stickstoff 
ist; daneben weisen das anfingliche eiweiffreie Extrakt und der 
(Juecksilberniederschlag Werte gleichen Ranges auf sowohl im 
Hiihner-, wie im Rind- und Schweinefleischextrakt. 


Huhn Rind Schwein 
1. EiweiBfreies Extrakt . . . . . 0,496 °/, — 0,411 °/, 
2. Quecksilberniederschlag . . . . 0,091 ,,  0,103°/, 0,103 ,, 
3. Silber-Barytniederschlag. . . . 0,006 ,, 0,065 ,, 0,062 ,, 


Der Wert 0,006°/, des Extraktivstickstoffes im Silber—Baryt- 
niederschlag ist gleich dem Werte 0,006°/, derselben Fraktion 
im Extrakte der Ochsenlungen, wo die Abwesenheit des Carnosins 
festgestellt ist. HKinen erheblichen Anstieg des prozentuellen Ver- 
haltens des Stickstoffes im Vergleich zu den anderen Fraktionen 
erwies der Jod—Wismutniederschlag des Filtrates vom Queck- 


silbersulfatniederschlage. 

4356 ¢ sorgfiltig priparierten Hiihnerfleisches von zwélf soeben geschlach- 
teten Vogeln wurden zur weiteren Untersuchung verwendet. Das in der 
Fleischhackmaschine zerkleinerte Fleisch wurde wiederholt mit 131/,, 9 und 
4'/, Liter Wasser bei 56—60° extrahiert. Die vereinigten kolierten Extrakte 
wurden bis zum Sieden erhitzt, die koagulierten EiweibBstoffe abfiltriert, das 
Filtrat eingedampft. Die weitere Untersuchung wurde nach dem im hiesigen 
Laboratorium ausgearbeiteten und schon mehreremal beschriebenen Queck- 
silbersulfatverfahren ausgefiihrt.') 

Niederschlag A, erhalten durch Fillung mit 10°/, Quecksilbersulfat 
in 5°/, Schwefelsiiure; um eine bessere Fillung zu erhalten, wurde ein 
gleiches Volumen Athylalkohol zugefiigt. Dieser Quecksilberniederschlag 
wurde abgesaugt, ausgewaschen, mit Schwefelwasserstoff zersetzt, das sauer 
reagierende Filtrat mit Barythydrat neutralisiert und mit Silbernitrat gefallt. 

Die erhaltene Purinfraktion war sehr klein und wurde weiter nicht 
untersucht. 

Der erste Silber-Barytniederschlag nach seiner Zersetzung mit 
Schwefelwasserstoff und Barytentfernung, ergab eine alkalisch reagierende 
Lésung. Die Lésung wurde bis zum Sirup eingedampft, wonach die ganze 
Masse leicht krystallisierte; mikroskopisch waren die Krystalle mit Krea- 
tininkrystallen identisch, auch fielen die Jaffé und Weylsche Reaktionen 
mit der wiBrigen Lésung dieser Krystalle positiv aus; die Lésung drehte 
nach links. Somit war die Abwesenheit des Carnosins im Vogelfleische 
auch aim Fleische von Hiihnern bestiitigt worden. 

Aus dem vom Quecksilbersulfatniederschlag A erhaltenen Filtrate 
wurde das Quecksilber mit Schwefelwasserstoff entfernt und in gewohn- 
licher Weise der Silber- und Silber-Barytniederschlag erhalten; beide 
Niederschliige waren so gering, daB sie nicht weiter untersucht wurden. 


1) Vel. F. Hoppe-Seyler u. H. Thierfelder, Handbuch d. physiol. 
u. pathol.-chem. Anal. 4. Aufl., S, 861 (1924). 
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Das Filtrat vom IIen Silber-Barytniederschlag wurde mit einer 
Lisung von Wismutjodid in Natriumjodid gefallt. Der erhaltene Jod- 
Wismutniederschlag, der sehr groB war und sich in einen harzigen 
Klumpen zusammenballte, wurde mit Bleioxydhydrat zersetzt, das Blei mit 
Sehwefelwasserstot! entfernt. Das erhaltene Filtrat reagierte stark alkaliseh; 
es wurde im Vakuum bei 50° auf dem Wasserbade bis etwa 10 em® ein- 
cedampft. Dabei bildete sich eine krystallinische Masse, die aus feinen 
nadelférmigen Krystallen bestand. 

Die krystallinisehe Masse wurde mit Alkohol bearbeitet, die alkoholi- 
sche Fliissigkeit stark alkalischer Reaktion wurde bis zur Sirupdicke auf 
dem Wasserbade eingedampft; 3 Tage spiiter begann der Sirup zu kry- 
stallisieren; auch hier waren es feine weiBe nadelférmige Krystalle. Noch- 
mals wurden die letzteren mit Alkohol bearbeitet und die Fliissigkeit mit 
Platinchloridchlorwasserstofflésung gefillt (mit Goldchloridchlorwasserstoff- 
lisung gab die Fliissigkeit auch reichlichen Niedersehlag). 

Das Chloroplatinat wog 0,90 g. 

Die mikrokrystallographische Untersuchung dieser Substanz, aus Wasser 
umkrystallisiert, ergab keine Identitit mit dem Chloroplatinat des Cholins. 

Der nach Bearbeitung mit Alkohol zuriickgebliebene Teil der weiBen 
krystallinischen Masse wog 7,1 g und war sehr leicht in Wasser lislich. 

Nachdem der wiibrigen Lésung Alkohol zugefiigt war, begann sie 
nach einigen Tagen zu krystallisieren; es entstanden weibe Drusen, die 
Blumenkohlképfen ahnlich waren; an den Wiinden des Gefi’es hafteten 
weibe, seidige Nadeln, die kreisformige Aggregate bildeten. 

Nach einer dreimaligen Umkrystallisierung der Substanz aus einem 
Gemisch von Wasser und Alkohol, zeigte die wibrige Lisung der Substanz 


eine starke Rechtsdrehung: [a@]}* = + 11,0° (C = 2,15°),). 


Bei 232° begann die Substanz sich braun zu fiirben, bei 238° schiiumte 
sie auf und zerlegte sich. 
Zur Analyse wurde die Substanz im Vakuum getrocknet. 


I. 0,1149 g Substanz gaben 0,2095 g CO, und 0,0697 g H,0. 


II. 0,1093 g “ ,  0,1997 g CO, und 0,0681 g H,O. 
If. 0,1158 g - » 24,1 cm? N, (21°, 749 mm Bar.). 
IV. 0,1381 g - » 28,5 em? N, (23°, 744 mm Bar.). 
Fiir C,)H,.N,Q,. 
Ber. C 50,0°/, m €,7°/, O 20,0°/, N 23,8°%, 
Gef. I. ,, 49,9 » 6,8 weil 
Il. ,, 49,8 ~~ 1p “ih ae 
Ill. ,, — -- ~— » SO 
oe wa ae 97 23,0 
Mittelwert: ,, 49,9 » 6,9 » sea » 28,1 


Die Substanz wurde noch zweimal aus wenig Wasser unter Zufiigen 
von Alkohol umkrystallisiert und im Vakuum getrocknet. 
V. 0,0942 g Substanz gaben 0,1711 g CO, und 0,0624 g H,O. 


VI. 0.1157 g - »  0,0740 g H,O (CO,-Bestimmung miblang). 
VII. 0,0797 g * 5 16,8 cem* N, (24°, 751 mm Bar.) 








- 
~~ 





Tolkatschewskaia, Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. 


lo 


Fiir C,H, .N,O5- 


Ber, C 50,0°/, MH 6.7°/, Q 20,0"), N 23,5°), 
Grief. Vi ,, 49.6 » ae — ~ 23,5 
VI. — me | -—- — 
Mittelwert: — ,, 49.6 ef y AF »» 28,6. 


Somit entsprachen die Resultate der Analysen der Forme! 
C,,H,,',0,, d.h. der Formel des Anserins nach Ackermann, 
Timpe und Poller. 

Die Kigenschaften des Anserins und der von mir aus dem 
Hithnertleisch isolierten Base stehen nahe. 

Beide Substanzen sind leicht in Wasser léslich, werden durch 
Zusatz von Alkohol aus wiibrigen Losungen gefillt, krystallisieren 
in Nadeln, ihre Lésungen in Wasser (bei mir auch in Alkohol) 
reagieren alkalisch, beide sind optisch aktiv und zwar rechts- 
drehend. 

Der einzig wichtige Unterschied zwischen dem Anserin und 
der von mir isolierten Base besteht darin, daB das Anserin aus 
dem Quecksilbersulfatniederschlag isoliert wurde, dagegen befand 
sich meine Suabstanz im Filtrate dieses Niederschlages und die 
wiiBrige Liésung meiner Base gibt keinen Niederschlag mit dem 
Hopkins-Reagens. 

Ks ist méglich, dais dieser Unterschied im Verhalten zu dem 
genannten Reagens von der bei der Fiillung zugefiigten Alkohol- 
menge oder von dem Vorhandensein solcher Substanzen in Giinse- 
fleisch abhiingt, die bei ihrer Fiillung das Anserin mit sich zur 
Fillung bringen. 

Weitere Untersuchungen der von mir isolierten Substanz 
sollen die Frage iiber ihre Identitit mit dem Anserin autkliren. 


Zum SchluB méchte ich mir gestatten, Herrn Prof. Dr. W. Gule- 
witsch, unter dessen Leitung diese Untersuchung durchgefihrt 
wurde, meinen tiefsten Dank auszudriicken. 
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NXXILV. Mitteilung. 
Uber Hamatoporphyrin. 
Von 


H. Fischer, A. Treibs und G. Hummel. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. August 1929.) 


Durch die Synthese ist die Konstitution des Himatoporphyrins 
als 1,3,5,8-Tetramethyl-6, 7-dipropionsaure-2, 4-di-¢-oxiithylporphin 
klargestellt, wihrend von Kiister und Willstitter’) ein Oxithyl- 
und Oxyvinylrest formuliert wurden, eine Auffassung, die Kiister?) 
energisch vertreten und durch zahlreiche Experimente gestiitzt 
hat. Erwiinscht war es auch auf analytischem Wege Beweise fiir 
obige Konstitution zu finden und wir teilen in folgendem einige 
Ergebnisse mit, die zum groBen Teil schon vor Durchfiihrung 
obiger Synthese erhalten waren. 

Wenn Himatoporphyrin eine ungesittigte Scitenkette be- 
siBe, so miiBte es reduzierbar sein und wir versuchten diese 
Reduktion unter milden Bedingungen durchzufiihren zuniichst 
mit alkoholischem Kali und zwar bei Siedetemperatur. Hierbei 
entstand ein prachtvoll krystallisiertes Kaliumsalz, das in ein schin 
krystallisiertes Chlorhydrat iibergefiihrt wurde und das bei der 
Analyse Zahlen gab, die am besten auf ein Dichlorhydrat des 
Himatoporphyrins, krystallisierend mit einem Mol. Krystallwasser, 
stimmten. Zwar konstatierten wir auch hier noch ein unerfreuliches 
Defizit im Kohlenstoff, jedoch ist zu bemerken®*), dab bei den 
Analysenzahlen des Himatoporphyrins durchweg der Kohlenstoff 
zu niedrig gefunden wird, ohne daf die Ursache dafiir bekannt ist. 





1) Diese Zs. Bd. 87, S. 442 (1913). 
*) Diese Zs. Bd. 163, S. 279 (1927). 
8) H. Fischer u. Zeile, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 468, S. 98 (1928); 
vgl. auch Willstitter, Diese Zs. Bd. 87, S. 463 (1918). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXV. 3 
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Beim Trocknen bei 50° ging der Kohlenstoffgehalt hinauf, der 
Wassergehalt herunter, was mit der Theorie des Krystallwasser- 
gehalts iibereinstimmt. Aus dem Chlorhydrat wurde dann in tiblicher 
Weise das freie Porphyrin gewonnen, dessen Analysen recht gut zu 
vereinbaren sind mit der Formel des Himatoporphyrins + 1 Mol. 
Krystallwasser. In Ubereinstimmung damit steht auch die Tat- 
sache einer um 2,3°/) erhéhten Wasserabspaltung beim Ubergang 
in Protoporphyrin.') Bei 50° getrocknet entwich etwas mehr als 
ein Mol. Krystallwasser und die Analysenzahlen stimmten nun 
schr gut auf Hiimatoporphyrin von der Formel C,,H,,0,N,. Man 
wiire versucht, in diesem Analysenresultat zwingende Beweise fiir 
die Zusammensetzung des Hiimatoporphyrins zu erblicken, jedoch 
war der Gewichtsverlust an Wasser etwas gréBer als der Theorie 
entspricht und die spektroskopische Untersuchung zeigte, dab 
neben Hiimatoporphyrin noch geringe Mengen von Protoporphyrin 
vorhanden waren. Die Fraktionierung mit HCl bewies dies ein- 
deutig. Nach den spektroskopischen MeBresultaten kiinstlicher 
Mischungen von Himatoporphyrin und Protoporphyrin ist ein 
Gehalt von etwa 10°/, Protoporphyrin wahrscheinlich. Aus diesen 
Befunden folgt, daB das Hiimatoporphyrin selbst bei der Analyse 
keine «absolut stimmenden Zahlen geben kann und ein Teil des 
Defizits im Kohlenstoff erkliirt sich so. Eine restlose Aufklirung 
ist allerdings nicht erfolgt, denn nachdem das bei 50° getrocknete 
Hiimatoporphyrin noch Protoporphyrin enthilt, mwBte der Kohlen- 
stoff noch héher als die Theorie gefunden werden, was nicht der 
Fall ist. Ks muB also bei der Verbrennuag des Hiimatoporphyrins 
irgendein schwer verbrennbares kohlenstofthaltiges Gas entstehen, 
das die Resultate filscht. Um diese Anschauung experimentell 
zu priifen, haben wir die Decarboxylierung des Himatoporphyrins 
im Hochvakuum durchgefihrt, wie friiher beschrieben ist.”) Diese 
Methode der Durchfiihrung der Atioporphyrinreaktion hat den 
Vorteil, den ganzen Vorgang analytisch verfolgen zu kénnen, ins- 
besondere das abgespaltene Gas zur Analyse zu bringen, um fest- 
zustellen, ob neben Kohlensiiure noch andere Gase bei der Brenz- 
reaktion sich entwickeln. Beim Hiimatoporphyrin entsteht in der 
‘T'at neben Kohlendioxyd ein Kohlenwasserstoff, der bei der Analyse 
das Atomverhiltnis 1:4 ergab, also wohl Methan ist. Wahrscheinlich 
wird die Entwicklung dieses Gases auch bei der Verbrennung er- 
folgen und so die niedrigeren Kohlenstoffwerte zustandekommen. 


') Liebigs Ann. der Chem. Bd. 468, S. 114 (1928). 
*) Liebigs Aun. der Chem, Bd. 466, S. 188 (1928). 
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Bei der Reaktion selbst entstand ein neues ,,Atioporphyrin“ der 
Salzsiiurezahl 2. Die Ausbeute war zu gering, um es eindeutig zu 
identifizieren. Im ibrigen besitzen ja auch diese gesamten Brenz- 
reaktionen nicht mehr das Interesse wie friiher, nachdem auf 
synthetischem Wege viel bequemer und leichter die Atioporphyrine 
zugiinglich sind und die Reihenfolge der Substituenten im Hiimin 
durch Synthesen eindeutig bestimmt ist und bei der Brenzreaktion 
Umlagerungen nicht vermieden werden kénnen, wie das Auftreten 
der Schmetterlingskrystalle beweist.'!) Wir haben dann weiter 
das oben beschriebene Kaliumsalz mit Hilfe von Methylalkohol- 
Chlorwasserstoff verestert und einen prachtvoll krystallisierten 
Di-Ester erhalten vom Schmelzp. 212° Auch der Diithylester, 
analog gewonnen, krystallisiert schén; Schmelzp. 149°. Kinen 
Dimethylester des Himatoporphyrins hat bereits W. Kiister’) 
erhalten, ein amorphes Pulver vom Schmelzp. 140—142% Will- 
stitter®) erwihnt ebenfalls einen nicht krystallisierenden Ester 
vom Schmelzp. 149°, den er fiir identisch mit dem Kiisterschen 
Produkt erklairt und der die Salzsiiurezahl '/, besitzt. Der Schmelz- 
punkt von 212° liegt in niichster Nihe von dem des Mesoporphyrins 
und wir haben deshalb den Mischschmelzpunkt mit Mesoester ge- 
nommen, der eine erhebliche Depression ergab. Auch die Analyse 
bestiitigte, daB es sich um einen Dimethylester des Hiimatopor- 
phyrins handelt, wenn auch hier wieder ein unerfreuliches Detizit 
im Kohlenstoff von 0,5°/, gegeniiber der Theorie zu konstatieren 
ist. Zur Sicherstellung, daB Himatoporphyrin mit 34 Kohlen- 
stoffatomen der Verbindung zugrunde liegt, haben wir den UDi- 
ester in Tetramethylhimatoporphyrin iibergefiihrt. Der Ester 
krystallisiert in langen zu Rosetten angeordneten Nadeln und 
hatte den Schmelzp. 120°, liegt also zwischen denen der Formen 
C und D.‘) 

Die Analyse der bei Zimmertemperatur getrockneten Sub- 
stanz war am besten mit Tetramethylhiimatoporphyrin, das ein 
Mol. Krystallwasser enthilt, vereinbar. Nach Trocknen bei 80° 
wurden Zahlen erhalten, die relativ gut auf Tetramethylhimato- 
porphyrin stimmten. Spektroskopisch war absolute Ubereinstim- 
mung mit Tetramethylhimatoporphyrin vorhanden. Anhaltspunkte 
fiir etwaigen Protoester-Gehalt konnten nicht gefunden werden. 





1) Diese Zs. Bd. 140, S. 241 (1924). 
*) Diese Zs. Bd. 86, S. 51 (1918). 

3) Diese Zs. Bd. 87, S. 469 (1913). 
‘) Diese Zs. Bd. 142, S. 155 (1924). 








36 H. Fischer, A. Treibs und G. Hummel, 


Den Dimethylester vom Schmelzp. 212° haben wir dann 
weiter in Protoporphyrinester umgewandelt. Erst beim Erhitzen 
auf 185—195° trat die gewiinschte Wasserabspaltung in theo- 
retischer Ausbeute ein und es resultierte Protoporphyrinester, 
der durch Schmelzpunkt und Spektroskopie identifiziert wurde. 
Kr krystallisierte in pyramidenférmigen Krystallen, wie wir sie 
hier zum erstenmal beobachteten und wie sie in letzter Zeit auch 
stets im Laboratorium entstanden. 

Auffallend ist die Tatsache der schwierigen Abspaltung (erst 
bei 185°) der zwei Molekiile Wasser aus dem Dimethylester des 
Hiimatoporphyrins, nachdem doch beim freien Hiimatoporphyrin 
diese schon bei 100° sich quantitativ vollzieht. Die Veresterung 
der beiden Carboxylgruppen allein scheint also die Ursache zu 
sein fiir die Stabilisierung der beiden Oxithylreste. Im iibrigen 
wurde auch beim Tetramethylhiimatoporphyrin in neueren Ver- 
suchen, die Herr Zeile durchgefiihrt hat, eine gréBere Stabilitiit 
festgestellt. Kin in makroskopischen Wiirfeln krystallisierter 
ster vom Schmelzp. 145°, der also 'letramethylhiimatoporphyrin 
© war'), gab erst bei 185° Methylalkohol-Abspaltung, die nach 
der spektroskopischen Untersuchung erst bis 200° vollstindig war, 
wobei teilweise Zersetzung eintrat. Dieser bei 145° schmelzende 
Kster zeigte auch noch die EKigentiimlichkeit einer Erhéhung des 
Schmelzpunkts nach dem Zerreiben. Bei 140° trat nur mehr 
oder weniger deutliches Sintern ein und erst bei 185° erfolgte 
Vertliissigung. Mit der niheren Untersuchung dieser Verhiltnisse 
sind wir beschiftigt. Dieses Priiparat hat im iibrigen als Aus- 
gangsmiterial fiir die Oxydation des 'Tetramethylhimatoporphyrins 
gedient (vgl. Seite 38). Wie spiiter des niiheren auseinandergesetzt, 
haben wir auch Tetraiithyl-himatoporphyrin gewonnen; auch hier 
stieB die Alkoholabspaltung zum Diiithylester des Protoporphyrins 
auf Schwierigkeiten, wahrscheinlich ebenfalls, weil die Spaltungs- 
temperatur ziemlich hoch ist und dabei der Proto-Ester nicht 
mehr bestiindig ist. 

Nach all diesen Feststellungen liegt also in dem obigen Kali- 
salz lediglich das des Hiimatoporphyrins vor und es ist bei 100° 
unter den versuchten Bedingungen noch keine Reduktionswirkung 
eingetreten im Gegensatz zum Bilirubin, bei dem unter diesen Be- 
dingungen bereits eine Umwandlung der Seitenketten so erfolgt, 
daB bei der Oxydation Methylithylmaleinimid erhalten wird.*) 


') Diese Zs. Bd. 142, S. 164 (1925). 
*) Zs. Biol. Bd. 65, S. 171 (1914). 
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LiBt man bei den Himatoporphyrin-Alkoholatversuchen 
den Alkohol abdestillieren, so daB die Temperatur, gemessen im 
Innern des Kolbens, auf 180° steigt, so tritt Reduktionswirkung 
ein; man erhilt einen prachtvoll krystallisierten Ester, der bei 
194° schmilzt und mit Meso-Ester beim Mischschmelzpunkt 
keine Depression gibt. Offenbar ist also unter diesen Bedingungen 
Mesoporphyrin entstanden; die Abtrennung in vollig reinem Zu- 
stand ist inzwischen Friulein Jordan gelungen. Die Reaktion 
ist offenbar dieselbe wie bei der Himoporphyrin-Darstellung nach 
Willstiitter. Auch hier konnten wir Esterpriiparate von iihn- 
lichem Schmelzpunkt auffinden und friiher schon reines Mesopor- 
phyrin?), allerdings damals nach Jodwasserstoff-Reduktion, isolieren. 
Die Identifikation des Kérpers, der das Mesoporphyrin verunreinigt, 
ist noch nicht durchgefiihrt. 

Zur Entscheidung der Frage des Vorhandenseins eines Oxy- 
vinylrestes neben Oxithyl im Himatoporphyrin haben wir dann 
weiter die Busch-Reduktionsmethode*) mit Palladium-Calcium- 
carbonat und Hydrazinhydrat herangezogen, ohne jeglichen Erfolg. 
Ks resultierte lediglich unveriindertes Hiimatoporphyrin, das durch 
Uberfiihrung in den schén krystallisierenden Diester identifiziert 
wurde. DaB keine Spur von Mesoporphyrin gebildet war, wurde 
durch Oxydation bewiesen. Keinerlei Methylithylmaleinimid ent- 
stand, Himatinsiure aber in guter Ausbeute. Mit Hilfe von Jod- 
wasserstoff-Kisessig lieB sich dagegen leicht die Uberfiihrung in 
Mesoporphyrin vollziehen, das als Ester analysiert wurde und auf 
die Theorie gut stimmende Zahlen gab. 

Wir haben dann weiter die hypothetische ungesittigte Seiten- 
kette im Hamatoporphyrin-dimethylester durch Addition von Brom 
nachzuweisen gesucht. Der Ester verhilt sich bei der Bromierung 
genau so wie Tetramethylhimatoporphyrin.*) Zuniichst entsteht 
ein Perbromkérper mit 8 Bromatomen, nach Entfernung des 
locker gebundenen Broms mit Aceton resultiert Dibrom-deutero- 
porphyrin, das als Ester analysiert wurde. Ejisessig-l>romwasser- 
stoff gab Hiamatoporphyrin. Alle Resultate sprechen durchaus im 


!\ H. Fischer u. R. Miiller, Diese Zs. Bd. 142, S. 127 u. 128 (1925). 

2) Zs. angew. Chem. Bd. 38, 8. 521 (1925). 

8) Diese Zs. Bd. 175, S. 85 (1928); vgl. auch Diese Zs. Bd. 181, S. 107 
(1929). In dieser Abhandlung ist auf 8. 128 u. 129 im experimentellen Teil 
versehentlich Deuterohiimin mit 26 Wasserstotf-Atomen statt 28 Wasserstoff- 
Atomen formuliert. Ebenso erhéht sich die Forme! des Deuterohiimin-Esters 


auf H,, (statt H,,). 
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Sinne der Gleichartigkeit der beiden Reste und in diesem Zu- 
sammenhang ist die auBerordentlich leichte Uberfiihrungsméglich- 
keit von Hiimatoporphyrin in Mesoporphyrin auf dem Umweg 
iiber ein Bromwasserstoff-Anlagerungsprodukt hervorzuheben. 
Wenn Himatoporphyrin zwei Oxithylreste tragt, so mute hier- 
bei Ersatz der OH-Gruppen durch Brom eintreten und es war 
zu erwarten, da’ durch Einwirkung von Eisessig-Bromwasserstoff- 
Zinkstaub Mesoporphyrin erhiltlich sei. In der Tat trat diese 
Reaktion iiberraschend leicht ein und wir erhielten nach Reoxy- 
dation der als Zwischenprodukt auftretenden Leukoverbindung 
reines Mesoporphyrin. Der nach Willstatter isolierte Brom- 
kérper verhilt sich genau so. Auch dieses Versuchsresultat 
spricht wieder durchaus fiir die Gleichartigkeit der Seitenketten 
des Hiimatoporphyrins. 

Von groBer Wichtigkeit war dann weiter die Oxydation des 
T'etramethylhimatoporphyrins, denn entscheidend fir seine Kon- 
stitutionsauffassung muBte das Oxydationsergebnis sein. Kiister’) 
hat aus diesem K6rper etwas weniger als ein Mol des Imids 

e+ 0—-0n-~08, 
| OCH, 
O=C\_c=0 
NH 
erhalten, dessen Struktur durch unsere Synthese des Himatopor- 
phyrins und seinen Abbau im angegebenen Sinne bewiesen ist. 
T'rigt Hiimatoporphyrin in den basischen Pyrrolkernen zwei 
Oxiithylreste, so mubten bei der Oxydation des Tetramethyl- 
hiimatoporphyrins zwei Mol obigen Imids entstehen, wihrend 
nach Kiister im Maximum ein Mol auftreten durfte, da der 
zweite Kern mit der ungesiittigten Seitenkette bei der Oxydation 
vernichtet wiirde. Das erneut durchgefiihrte Experiment entschied 
fiir unsere Auffassung. Herr Dr. Treibs erhielt bei der Oxy- 
dation 10°/, itiber die Theorie eines Molekiils hinaus obiges Imid 
und zwar wurde das Imid in analysenreinem Zustand gewogen, 
so dab die Ausbeute betriichtlich iiber ein Mol hinausgeht. Hier- 
mit ist auch auf Grund des Befundes auf analytischem Wege 
kein Zweifel an unserer Formulierung des Hiimatoporphyrins und 
damit auch des Himins méglich. 

Nach diesen Konstatierungen lag es nahe, auch das Oxy- 

dationsergebnis des Mesoporphyrins nachzupriifen. Hier war auch 





1) Diese Zs. Bd. 94, 8S. 188 (1915). 
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bis jetzt nur ein Mol Methylithylmaleinimid erhalten worden"), 
wihrend nach unseren Synthesen zwei Athylreste im Mesoporphyrin 
exakt bewiesen sind. Deshalb haben wir nochmals die Oxydation 
des Mesoporphyrins durchgefiihrt; auch hier iibersteigt die Aus- 
heute ein Mol Methylithylmaleinimid und wurde mit analysen- 
reinem Imid bestimmt. Auch beim Bromporpbyrin | haben wir 
hiernach die Oxydation wieder aufgenommen und auch hier mehr 
wie ein Mol reines umsublimiertes Bromcitraconimid erhalten. 
Pamit ist die Identitiit von Bromporphyrin I mit Dibrom-deutero- 
porphyrin eindeutig erwiesen. Mit diesen Feststellungen ist auch 
der letzte Widerspruch zwischen aualytischen und synthetischen 
Keststellungen aus dem Wege geriiumt und gerade die Himin- 
arbeiten zeigen deutlich, daB die analytische Methodik allein 
nicht imstande ist, eindeutige Konstitutionsbeweise zu liefern bzw. 
hier sehr leicht Irrtiimer unterlaufen kénnen. Ein sehr charakte- 
ristisches Beispiel zeigt wieder die analytische Konstitutionsauf- 
klarung des Haimatoporphyrins. W. Kiister*) kam auf Grund 
zahlreicher Experimentaluntersuchungen zu der Vorstellung einer 
Acetylen- und einer Vinylgruppe im Himin, wie wir sie zuerst 
vorgeschlagen hatten. Seine Hauptstiitze fiir diese Anschauung 
war die Gewinnung eines gebromten Imids von der Formel 
C,H,,O,NBr in einer Ausbeute von fast zwei Molekeln aus 
Dibrom-haimatoporphyrin-dimethylither.*) Dem gebromten Imid 
kommt nach Kister folgende Konstitutionsformel zu: 


CO—C—CH, 
HNC 
CO—C—CH(OCH,)—CH,Br 


Bei Annahme von zwei Vinylgruppen im Hiimin wire natiirlich 
das Entstehen dieses Imids nicht méglich und Kister erblickte 
in seinem Befund einen exakten Beweis fiir Acetylen- und Vinyl- 
gruppe im Himin bzw. Nachbarstellung der ungesiittigten Seiten- 
ketten, die ja durch die Synthese widerlegt ist. Weiterhin haben 
W. Kiister und Grosse festgestellt, daB im Tetramethylhimato- 
porphyrin ein OCH, durch Zinkacetat*) verseifbar ist, das andere 
nicht, woraus wieder die Ungleichwertigkeit der beiden alkoholi- 





1) W. Kiister u. F. Deihle, Diese Zs. Bd. 82, 5S. 470 (1912); H. Fi- 
scher u. Meyer-Betz, Diese Zs. Bd. 82, S. 96 (1912). 

*) Diese Zs. Bd. 163, S. 279 (1927). 

*) W. Kiister u. W. HeeB, Chem. Ber. Bd. 58, S. 1022 (1925). 

*) Diese Zs. Bd. 179, S. 127 (1928). 
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schen Seitenketten des Himatoporphyrins folge. Weiter wurde 
in einer Arbeit mit Grosse der Nachweis erbracht, daB Proto- 
porphyrinester vier Br-Atome addiert, von denen zwei sekundiir, 
elnes primiir und eines tertiair gebunden sei. 

Endlich wurde Hiimin- und Protohiiminester als verschieden 
im Verhalten gegen Brom bezeichnet. Himinester sollte vier Brom- 
atome addieren, wahrend Protohiiminester nur zwei Bromatome 
aufnehmen soll. Tetramethylhimatoporphyrin haben wir nach der 
Vorschrift von W. Kiister und Grosse in das Zinksalz iibergefihrt, 
das auffilligerweise erst nach Zusatz von Wasser krystallisierte, 
dann aber prachtvoll. Nach unseren Analysen ist keinerlei Ver- 
seifung ecingetreten; die Gesamtelementaranalyse stimmt ein- 
deutig auf das Zinksalz des ‘Tetramethylhimatoporphyrins. 
Schwieriger war die Nachpriifung der bromierungsergebnisse. Die 
Addition von Brom an Hiiminester sowie an Protoporphyrinester- 
Eisenkomplexsalz, die nach Kiister‘’) ja verschieden verliuft, 
verlief bei uns vollkommen gleichartig. Auch der Protoester addierte 
vier Bromatome, jedoch erwies sich hier das Brom als auBer- 
ordentlich locker gebunden. Sowie man die Bromkérper mit 
Wasser erwirmt, reagiert dieses alsbald sauer, ein Zeichen der 
lockeren Bindung und wir halten es bei den Eigenschaften dieser 
Bromkérper fiir ausgeschlossen, Schliisse iitber die Art der Bindung 
des Broms zu ziehen. Von besonderer Wichtigkeit war die Ein- 
wirkung von Brom auf Tetramethylhimatoporphyrin. Hier hatten 
wir schon friiher in Eisessig die Abspaltung der Seitenketten 
festgestellt; auch in Chloroformlésung entsteht, wie wir neuerdings 
fanden, nichts anderes als Dibrom-deuteroporphyrinester und zwar 
schon bei der kiirzesten Kinwirkung. In einem Versuch wurde 
nach drei Sekunden die Bromierung durch Zugabe von Aceton 
unterbrochen und die Verarbeitung ergab reinen Dibrom-deutero- 
porphyrinester. Angesichts dieser Resultate ist es schwer zu 
verstehen, daB bei den Versuchen von Kiister und seinen Schilern 
immer Substitution und Addition an den Seitenketten erfolgt ist 
und niemals auch nur iiber die teilweise Entstehung von Dibrom- 
deuteroporphyrin berichtet worden ist. Die Anwesenheit von 
Dibrom-deuteroporphyrin hitte sich unbedingt bei der Oxydation 
bei exakter Verarbeitung herausstellen miissen, denn Bromcitra- 
conimid ist durch gute Krystallisationsfihigkeit ausgezeichnet. 
In zahllosen Versuchen ist es uns niemals gelungen, das ge- 


1) W. Kiister u. A. Grosse, Diese Zs. Bd. 179, S. 117 (1928). 





Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 4] 


promte Imid Kiisters obiger Konstitution vom Schmelzp. 76° zu 
erhalten. 

Kiister und Grosse!) haben vor kurzem das Tetrabrom- 
derivat des Protoporphyrinesters mit Methylalkohol umgesetzt und 
durch Oxydation des erhaltenen gebromten Porphyrins das oben 
formulierte [mid neuerdings gewonnen. Wir haben deshalb das 
Verfahren der Autoren nachgearbeitet, den Tetrabromkérper mit 
Methylalkohol umgesetzt, wobei nach der Analyse zwei Bromatome 
ausgetreten sind; eine Krystallisation dieses Bromporphyrins konnte 
jedoch nicht erzielt werden. Bei der Oxydation entstand neben 
Himatinsiure eine Spur Methylithylmaleinimid und wenig Brom- 
citraconimid. Also ist auch in diesen Versuchen die mindestens 
teilweise Abspaltung der ungesiittigten Seitenketten erfolgt. Das 
Kiistersche ,,Methoxybromimid“ konnte nicht erhalten werden; 
ebenso negativ verliefen die Versuche, zu dem analogen Chlor- 
kérper nach der Vorschrift von Kiister und Schlayer?) zu ge- 
langen. Das Dichlor-dimethylhimin dieser Autoren konnten wir 
nicht finden, dagegen ein schén krystallisiertes Chlorhimin eines 
Monochlor-tetramethylhimatoporphyrins fassen. Die Oxydation 
fihrte nicht zum Methoxychlormaleinimid vom Schmelzp. 65°, 
vielmehr konnte Chlorcitraconimid in schlechter Ausbeute erhalten 
werden, das beim Mischschmelzpunkt mit synthetischem Chlor- 
citraconimid keine Schmelzpunktsdepression ergab. Es ist also 
auch durch das Chlor, wie zu erwarten war, eine mindestens teilweise 
Abspaltung der Seitenketten des Himins erfolgt. Da alle unsere Ver- 
suche, zu dem Imid vom Schmelzp. 76° und 65° zu gelangen, ver- 
geblich waren, wandte sich der eine von uns Ende November 1928 
an Herrn Professor Kiister mit der Bitte um Uberlassung einer 
Probe des bei 75° schmelzenden bromhaltigen Imids. Herr Kol- 
lege Kiister sandte uns sodann eine kleine Menge dieses Pripa- 
rats Ende November zu. Der Schmelzpunkt war bei 75—76° 
wie angegeben, die EKlementaranalyse hatte aber bei uns ein 
wesentlich anderes Ergebnis. Wir fanden 7°/, Kohlenstoff mehr 
und auch im Bromgehait ergaben sich Differenzen. Wir haben 
das Priparat dann bei 80° im Hochvakuum sublimiert. Der 
Habitus der Krystalle war nicht immer gleichartig, der Schmelz- 
punkt — an einzelnen Krystallen genommen — war _ jedoch 
immer scharf bei 76°. Das sublimierte Priiparat gab bei der 
Analyse wieder die gleichen Werte. Bei der Analyse jedoch 


1) W. Kiister u. A. Grosse, Diese Zs. Bd. 179, 8. 117 (1028). 
2) Diese Zs. Bd. 168, S, 304 (1927); Bd. 180, S. 276 (1929). 
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stellte Herr Merka fest, daB neben Chlor betriichtliche Mengen 
von Brom enthalten sind. Mithin hat der Kérper vom Schmelz- 
punkt 75—76° mit Sicherheit nicht die Konstitution, die ihm von 
Kiister und seinen Schilern zugeschrieben wird; auch die 
Molekulargewichtsbestimmung ergab Werte, die héher liegen als 
es ein einfaches ,Imid* verlangt. Ein RiickschluB aber auf die 
Konstitution des Hamins ist natiirlich nicht méglich und es muB 
vor allen Dingen nach den Bedingungen des Entstehens dieses 
bei 76° schmelzenden Imids gefahndet werden, was uns _ nicht 
moéglich ist, weil wir niemals den Koérper erhalten haben. Die 
Mitteilung dieser teils schon vor Jahren gewonnenen Resultate 
halten wir im wissenschaftlichen Interesse fiir notwendig, denn 
die Mitarbeiter von W. Kiister werden wohl zu unseren Befunden 
Stellung nehmen kénnen bzw. in der Lage sein ihre Befunde, die 
ja teilweise quantitative Ausbeuten zeitigten’), zu reproduzieren. 
Mit mehr Material wird es nicht schwierig sein die Konstitution 
und Herkunft des Imids vom Schmelzp. 76° herauszubekommen. 
Kiir uns sind jedenfalls alle Widerspriiche zwischen analytischen 
und synthetischen Befunden aus dem Wege geriumt. 

Beim Mesoporphyrinester sowie bei seinem Kupfersalz und Atio- 
hiimin entstehen durch Einwirkung von Brom gut krystallisierte 
Perbromide, wie durch Behandlung mit Aceton nachgewiesen wurde. 
Hierbei wird alles Brom abgespalten in Bestitigung friherer 
Feststellungen?) beim Mesoporphyrin bzw. seinem Athylester. 

Weiterhin sei noch iiber einige Versuche berichtet, die zwecks 
Gewinnung und Charakterisierung neuer Porphyrine durchgefihrt 
wurden. Wir haben 2-Methyl-4-ithylpyrrol*) der Oxydation unter- 
worfen und hieraus das bei 80° schmelzende Athylmaleinimid 
gewonnen; weiterhin wurde 2-Methy]-4-ithylpyrrol der Bromierung 
unterworfen und hierbei das schén krystallisierende (3,5-Dibrom- 
4-iithylpyrryl) -(5’-methyl-3’-iithyl-4 ’- brompyrrolenyl)-methenbrom- 
hydrat folgender Konstitution in guter Ausbeute erhalten: 








H,Cy7—Br H,Cy Br 
| 
| 
Br ae iiahia CH Mi Z Os ; 
NH N 
HBr 


1!) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 163, 5. 267 u. 279 (1927); W. Kiister 
u. W. HeeB, Chem. Ber. Bd. 58, S. 1023 (1925); sowie zahlreiche weitere 
Arbeiten. 

2) Diese Zs. Bd. 91, S. 179 (1914). 

’) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 442, 8. 2 (1925). 
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In tiblicher Weise wurde hieraus das schén krystallisierende treie 
Methen gewonnen. Das Methen gab mit Bernsteinsiiureschmelze 
in schlechter Ausbeute Porphyrin, wahrscheinlich Tetrabrom- 
tetraiithylporphin, das vorliufig nur spektroskopisch identifiziert 
wurde. 

Weiter haben wir uns noch mit der Darstellung von Tetra- 
ithyl-himatoporphyrin und Tetraithyl-himatoporphyrin-Kisensalz 
beschiftigt, die nach bekannten Vorschriften durchgefiihrt wurde. 
Beide Kérper krystallisieren langsam, aber gut und geben bei der 
Analyse die auf die Tetraiithylverbindungen stimmenden Werte. 
Die Oxydation ergab das noch nicht bekannte iithoxylierte Imid, 
wegen dessen wir hauptsiichlich die Synthese obiger Kérper durch- 
gefiihrt haben. Es war die Méglichkeit vorhanden, daB hier die 
Abspaltung von Athylalkehol leichter gelingen wiirde als die von 
Methylalkohol und so das theoretisch interessante Methyl-vinyl- 
maleinsiure-I[mid erhiltlich sei, das wegen seiner Beziehungen zu 
dem bei der Oxydation entstehenden Imid aus Bilirubin’) von 
Interesse war. 


Bis jetzt sind diese Versuche noch nicht gelungen. — Endlich 
miissen wir nochmals auf die Angaben von Schumm und Mertens’) 
beziiglich der Darstellung von Tetramethyl-himatoporphyrin-Kisen- 
salz mit Hilfe von Methylalkohol—Chlorwasserstoff (1°/,) eingehen. 
Wir haben das Priparat unter den verschiedenartigsten Bedingungen 
in krystallisiertem Zustande erhalten, aber keine einzige stimmende 
Analyse bekommen. Die Korper waren zu verschiedenen Zeiten 
teils von Herrn Hummel, teils von Herrn T'reibs gewonnen, die 
Analysen sind von den Herren Merka, Viditz und Unter- 
zaucher unabhingig voneinander durchgefiihrt. Bei der Oxy- 
dation entstand methoxyliertes Imid und Himatinsiure. Das 
Praparat ist also im wesentlichen Tetramethyl-himatoporphyrin- 
Kisensalz. Nach unseren Versuchen ist aber die Reaktion in 
dieser Ausfithrung zur Erzielung eines reinen Priiparates nicht 
brauchbar. 

Zur Gewinnung des Tetramethylhimatoporphyrineisensalzes 
ist deshalb allein das Verfahren von H. Fischer und Lindner’) 
zu empfehlen. 


1) Diese Zs. Bd. 146, S. 199 (1925). 
*) Diese Zs. Bd. 177, S. 22 (1928). 
5) Diese Zs. Bd, 168, S. 152 (1927). 
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Versuehe. 


Behandlung von Hamatoporphyrin-chlorhydrat 
mit alkoholischem Kali (Hummel). 

1 g Hiimatoporphyrin-chlorhydrat wird am RiickfluB auf dem 
Wasserbad mit 250cem Alkohol und 100 ccm 10°/,igem alkoholi- 
schem Kali '/, Stunde lang zum Sieden erhitzt. Beim Einengen 
der filtrierten tief rot gefarbten Lésung scheiden sich prachtvoll 
ausgebildete Nadeln des Kaliumsalzes ab. 

Zur larstellung des Chlorhydrats lést man das Kaliumsalz 
in Wasser und fillt mit sehr wenig konzentrierter NaOH das 
schwer lisliche Natriumsalz aus. Aus der Lésung desselben in 
heiBer, 2,5°),iger HCl krystallisiert beim EKinengen im Vakuum- 
exsiccator das Chlorhydrat in feinen biischeligen Nadeln aus; 
zur Analyse wird das Chlorhydrat nochmals in heiBer 2?/, °/, iger 
HCl gelést und eingedunstet. Bei Zimmertemperatur im nicht 
evakuierten Revolverexsiccator zur Konstanz getrocknet. 


8,950 mg Substanz gaben 19,160 mg CO,, 4,915 mg H,O. 


2,928 mg “ » 0,227 cem N (18°, 713 mm). 
9,920 mg 1 » 3,960 mg AgCl 
¥3 4H, g3O,N,-2 HCl Ber. C60,78°/, H 6,01°/, N8,35°/, Cl 10,56°, 
C,,H,,0,N,-2 HCl 5 60,07 ,» 6,12 » 8,50 » 10,76 
C,,H,,0,N,°-2 HCI+H,O,, — ,, 59,19 »» 6,14 » 9,13 », 10,29 
C3, H,,0,N,-2 HC1+ H,O,, yy 08,47 »» 6,29 99 Bae 5, 10,47 
Gef. ,, 58,69 » 6,14 y 8,58 » 9,88. 


Bei 50° konstant getrocknet: 0,055 g Substanz verloren 0,0036 g an 
Gewicht. Berechnet fiir 1H,O 0,0014. 

5,790 ng Substanz gaben 12,660 mg CO,, 3,135 mg H,O 

Gef. 59,63°/, C 6,06°/, H. 

In Kisessig—Ather: 624,8, mit Himatoporphyrin-chlorhydrat 
projiziert spektroskopisch identisch. 

Das freie Porphyrin wird aus dem krystallisierten Chlorhydrat 
durch Lésen in verdiinntem Ammoniak, Filtrieren und Fiillen durch 
Zusatz von wenig Kisessig amorph erhalten. Nach griindlichem 
Auswaschen mit destilliertem Wasser wurde bei Zimmertemperatur 
getrocknet und das Porphyrin erwies sich als halogenfrei. 

4,463 mg Substanz gaben 10,800 mg CO, 2,715 mg H,0. 


3,248 mg Ks », 0,269 ecm N (17°, 704 mm). 
C,,H;,0,N, Ber. C 68,19°/, H 6,40°/, N 9,379, 
.,H,,0.N, yy 67,54 » 6,58 9,05 
C,,H,,0,N,+H,O ,, ,, 66,20 », 6,54 » 9,99 
C,,H,0.N,+H,O 4, 4, 65,58 6,67 1 9,27 


Gef. ,, 66,00 » 6,81 » 9,03. 
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In Eisessig-Ather: 627,2—622, mit freien Hiimatoporphyrin in 
624,9 


Eisessig—Ather projiziert spektroskopisch véllig identisch. 


"> 





Bei 50° getrocknet. 

21 mg Substanz verloren 0,9 mg an Gewicht. 

Kiir den Verlust von 1 Mol H,O ber. 0,6 mg. 

4,675 mg Substanz gaben 11,660 mg CO,, 2,490 mg H,0O. 


4,585 mg ‘i 5 11,420 mg CO,, 2,660 ng H,0O. 

4,730 mg o » 11,795 mg CO,, 2,660 mg H,O. 

3,414 mg - » 0,267 eem N (16°, 729 min). 

C,,Hs,,0,N, Ber. C 68,19°/, H 6,40°/, N 9,37 °/, 

CysHs,0.N, » —s«gg,:« 87,4 »» 6,53 - 9,55 

Gef. ,. 68,02 » 3,96 ,, 8,86 

« St, , 6,51 — 
~ » S601 ,, 6,29 -_ 


In Eisessig-Ather: 628,0—623,2... 
625,6 

Nach der spektroskopischen Untersuchung ist also eine 
minimale Verschiebung nach Rot hin eingetreten, womit auch 
iibereinstimmt, daB in dem auf 50° erhitzten Priiparat eine hauch- 
artige Vorbeschattung von 633 ab festzustellen ist, welche dem 
bei Zimmertemperatur getrockneten Priiparat fehlt. Wird die 
iitherische Lésung 2mal mit 0,2°/,iger HCl, die das Hiimato- 
porphyrin wegnimmt, ausgezogen, so zeigt der Restiither folgendes 
Spektrum: 633,9—630,0 schwacher Nachschatten bis 624,1. 








632,0 
Zur Klarstellung dieser Verhiiltnisse wurden Lésungen von 
10 mg freiem Hiamatoporphyrin in 10 cem Eisessig bzw. 10 mg 
freiem gut krystallisiertem Protoporphyrin in 40 ccm KEisessig 
hergestellt. 0,5 cem der Hiimatoporphyrinlisung + 2 ccm Ather: 
628,0—622,0... 
625,0 
Von 0,2°/,iger HCl wird die Hauptmenge des Porphyrins 
herausgenommen. Der iiberstehende Ather: 626,4—624,1. 
625,2 
0,45 ccm der Himatoporphyrinlésung + 0,2 ccm Proto- 
porphyrinlésung +2ccm Ather (= 90°/, Himato) Vorbeschattung 
bel 632.2... 627,4—622,2 . 
624,8 
Mit 0,2°/,iger HCl ausgezogen —_ der iiberstehende Ather 
ein Doppelspektrum: I. 631,8, IL. 625,2. Der oben angefiihrte 
Befund entspricht etwa 10°/, Protoporphyrin. 
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Darstellung des Hamatoporphyrin-dimethylesters. 

Das Kaliumsalz wird in der iiblichen Weise mit Methyl- 
alkohol—Chlorwasserstoff verestert. Aus Chloroform—Methylalkohol 
krystallisiert nach liingerem Stehen der Ester in diinnen Blattchen 
aus. Schmelzp. 212° (korr.). Ausbeute: 0,4 g Ester aus 1 g 
Hiimatoporphyrinchlorhydrat. 


sei 65° getrocknet. 
4,622 mg Substanz gaben 11,600 mg CO,, 2,955 mg H,0. 


4,101 mg +. » 0,325 eem N (20°, 726 mm). 
4,225 mg 7 » 3,060 mg AgJ (Zeisel). 
4,836 mg - »  3,650mg AgJ. 
CygH,,0,.N, Ber. C 68,95°/, H 6,72°, N 8,969, OCH, 9,90°/, 
C3,H ON, - », 68,36 » 6,89 o>, 9,12 5 10,10 
Gef. ,, 68,45 G15 » 8,82 » 9,57, 9,97. 


sei 80° vetrocknet: 

5,042 mg Substanz gaben 12,630 mg CO, 3,015 mg H,0. 

3,904 mg m 5 0,305 cem N (17°, 730 mm). 

Gef. C 68,32°/, H 6,69°/, N 8,83°/, 

Der bei 65° getrocknete Ester zeigte in Eisessig-Ather folgendes 

Spektrum: I. 626,7—622,8 ; IT. (613,3); IIT. (598,8); IV. Vorbeschattung ab 
624,8 
583,7... Maximum bei 575,6...; V. 570,8—568,2 ; VI. 533,6—525,0 ; 
569,5 529,3 

VII. 508,0—483,5 ; VIII, (469,8); E.-Abs. etwa 439. 














495,7 
Reihenfolge der Intensitiit: VII, VI, I, V, 1V, III, 11, VIII. 


Reduktionsversuch von Hamatoporphyrin—Chlorhydrat 
nach M. Busch. 


1 g¢ Hiimatoporphyrin—Chlorhydrat wird mit 100 ccm frisch 
hergestelltem 10°/,igem alkoholischen Kali, 250 ccm Alkohol, 
20 g Palladium—Calciumcarbonat und 8 ccm Hydrazinhydrat eine 
halbe Stunde lang am RiickfluB zum Sieden erhitzt. Man filtriert 
dann ab und dampft das Filtrat im Claisenkolben weitgehend ein. 
Beim Stehen krystallisiert ein rotes Kalisalz in prachtvoll aus- 
gebildeten Nadeln aus.!) Ausbeute 0,7 g. Der Ké6rper ist in 
n/10-NaOH spielend léslich und fillt schon mit sehr wenig 33 °/, iger 
NaOH quantitativ als schwer lisliches Natriumsalz aus. Aus der 
heiBen Lésung desselben in 2,5°/, iger Salzsiure krystallisiert beim 


') Das gleiche K-Salz entsteht auch bei analoger Behandlung von 
Tetramethylhaimatoporphyrin. 








Nn) 


at 
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starken Einengen auf dem Wasserbad das Chlorhydrat in biische- 
ligen Nadeln aus, 

Das Spektrum in n/10-KOH ist von dem des Mesoporphyrins 
in n/10-KOH weitgehend verschieden: 

In n/10-KOH: I. 620,3—616,0; IL. 568,6—563,0; HIT. 542,1—538,4 ; 

















618,2 565,8 540,2 
IV. 511,8—497.8; Hiimatozahlen! Mit Himatoporphyrin in n/10-KOH iden- 
504,6 
tisch. 621,1—616,8. 
618,9 


Der Ester, der aus dem getrockneten Rohprodukt hergestellt wird, 
schmilzt bei 212° und gibt mit dem lediglich mit alkoholischem Kali er- 
haltenen Ester keine Depression. 

4,394 mg Substanz gaben 11,050 mg CO,, 2,605 mg H,0O. 


4,515 mg - a 11,355 mg CO,, 2,730 mg H,O. 

4,317 mg i “ 0,340 cem N (18°, 729 mm). 

8,510 mg om ‘i 0,282 cem N (17°, 729 mm). 

0,0518 g ‘ - 4 ecm Gas (21°, 704 mm) (Zerewitinoff). 


C,,H,,0,N, Ber. C 68,95°, H 6,72°% N 8,96°/, akt. H=2 


C,H ON, ia »y 68,36 »» 6,89 » #43 
Gef. ,, 68,59 » 6,63 »» 8,86 — 
‘i 5, 68,59 « 4 ~ 207. 
In Eisessig—Ather; I. 627,0—623,0; II. (613,8); III. (598,8); 1V. Vor- 





625.0 


beschattung ab 583,9 ... Maximum bei 576,0 ...; V. 570.8 —568.2 ; 


’ 





569,6 
VI. (560,68); VII. 533,9—524,6; VIII. 508,3—482,0; IX. (470,6); E.-Abs. 
529,38 495.1 
etwa 437. VIII, VII, I, V, IV, III, II, VI, IX. 
Mit dem lediglich mit alkoholischem Kali erhaltenen Ester 
erweist sich dieser Ester bei der Projektion als vollkommen iden- 
tisch. 








Oxydation. 


2g des nach der Methode von M. Busch erhaltenen Kali- 
salzes werden in 140 ccm 20°/,iger Schwefelsiure gelist und mit 
4 g¢ Chromsiiure oxydiert. Aus der iitherischen Lisung, welcher 
mit 7°/,iger Sodalésung die Saiuren entzogen werden, libt sich 
kein krystallisiertes Imid fassen; es hinterbleiben lediglich 0,04 g 
eines 6ligen Riickstandes, welcher sich weder krystallisieren noch 
sublimieren laBt. Die Himatinsiurefraktion liefert 0,37 g Siure 
vom Schmelzp. 114°. 

4,486 mg Substanz gaben 0,306 eem N (20°, 722 mm). 

C,H,O,N Ber. N 7,65°/, Gef. N 7,57°%o. 
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Uberfiihrung in Mesoporphyrin. 

1 g Kaliumsalz wird mit 15 ccm Eisessig, 2 ccm Jod- 
wasserstoffsiure (1,96) und 1,5 g rotem Phosphor reduziert. 
Die Aufarbeitung zum Natriumsalz geschieht in der bekannten 
Weise. Das schwer lésliche Natriumsalz gibt mit 2,5°/,iger heiBer 
Salzsiure ein schwer lésliches Chlorhydrat in sehr feinen zu 
Biischeln vereinigten Nadeln vom Habitus des Mesoporphyrin— 
Chlorhydrats. Der aus dem Natriumsalz erhaltene Ester krystal- 
lisiert in feinen, abgeschrigten Prismen vom Schmelzp. 212°, mit 


Mesoporphyrinester keine Depression. 
Zur Analyse wurde der Ester nochmals aus Pyridin-Methylalkohol um- 
krystallisiert und bei 110° getrocknet. 


4,213 mg Substanz gaben 11,225 mg CO,, 2,675 mg H,O. 





2,870 mg ‘> » 0,237 cem N (16°, 728 mm). 
C,,H,.0,N, Ber. C 72,61°/, HH 712°, N 9,43°/, 
Gef. ,, 72,66 yy Ty10 9,26. 
In Eisessig—Ather: 624,6—622,0 usw. 
623,3 


Mit Mesoester projiziert spektroskopisch vollkommen identisch. 

0,05 g¢ des Esters werden in Eisessig gelést und mit 1 g 
Brom in Kisessig versetzt. Nach Stehen iiber Nacht krystallisiert 
das Bromierungsprodukt an den Wandungen des GefiBes aus. 
Die Lésung in Aceton wird nach einigen Stunden mit Wasser 
gefallt und der abfiltrierte, getrocknete Kérper aus Chloroform— 
Methylalkohol krystallisiert erhalten. Schmelzp. 214°. 


Bromierung. 


0,3 g Ester werden in 30 ccm Kisessig gelést und mit 6 g Brom 
in 15 ccm EKisessig versetzt. Nach einigen Stunden wird das in 
Prismen krystallisierende Perbromid abgesaugt. Ausbeute 0,9 g. 
Schmelzp. 132°. 

90 mg verlieren beim Trocknen iiber Phosphorpentoxyd bei gewéhn- 
licher Temperatur 18,5 mg = 20,6°/). 

4,885 mg Substanz gaben 6,040 mg CO,, 1,530 mg H,0. 

3,667 mg - » 0,169 eem N (21°, 718 mm). 

6,830 mg im ¥ 8,394 mg Agbr.') 

C,,H,,0,N, Br, Ber. C 32,61°/, H 2,91°/, N 4,70°/, Br 54,29°%, 
Gef. ,, 33,72 ,, 3,50 ,, 5,06 yy 52,30. 

Nach Entfernung des locker gebundenen Broms mit Aceton schmilzt 
der aus Chloroform-Methylalkohol umkrystallisierte Ester bei 279°. Aus- 
beute: 0,2 g. 


1!) Vel. H. Fischer u. F. Lindner, Diese Zs., Bd. 161, S. 32 (1926). 





Sree ~. 
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4,347 mg Substanz gaben 8,775 mg CO,, 1,920 mg H,0. 
2,969 mg o » 9,218 cem N (21°, 719 mm). 


C,,H,,.0,N,Br, Ber. C 55,17°/, H 4,63°/, N 8,05 °/, 
Gef. ,, 55,06 »» 4,94 » ont. 


In pyridinhaltigem Ather: 628,2—623,2 . 
625,2 
Mit Dibrom-deuteroporphyrin-dimethylester projiziert vdllig 
identisch. 





Einwirkung von Bromwasserstoff—Eisessig auf den Ester. 


0,75 g Ester, welcher lediglich mit alkoholischem Kali er- 
halten wurde, wird im zugeschmolzenen Glas mit 11 ccm HBr-Kg 
bei Zimmertemperatur zur Lésung geschiittelt. Nach 2 Tagen 
wird der HBr-Eg im Vakuum bei 60° abgedampft und der 
rote Riickstand in 12 ccm absolutem Methylalkohol auf- 
genommen, diese Lésung mit 0,8 g KOH in absolutem Alkohol 
versetzt. Man filtriert vom ausgeschiedenen KBr ab und dunstet 
das Filtrat ein. Der verbleibende Riickstand wird in Chloroform 
aufgenommen, mit absolutem Methylalkohol versetzt und einige 
Tage stehen gelassen. Es krystallisieren groBe gut ausgebildete 
quadratische Wiirfel. Ausbeute: 0,1 g. 


Man lést die Krystalle in Chloroform, engt weitgehend ein und ver- 
setzt mit absolutem Methylalkohol. Bereits nach 2 Stunden ist der Ester 
in prachtvollen langen, zu Rosetten angeordneten Nadeln auskrystallisiert. 
Schmelzp. 120° (korr.) 

Bei Zimmertemperatur getrocknet. 


4,366 mg Substanz gaben 10,890 mg CO,, 2,635 mg H,0. 


3,754 mg “ m 0, 286 ccm N (18°, 715 mm). 
C;,H,.0,N, Ber. C 69,68 °/, H 7,09°/, N 8,56 °/, OCH, 18,96 7 0 
C,,H,ON, » COM tae Se » 19,31 
C,,H,,O.N, x H,O ,,  ,, 67,81 » 220 » 98,33 », 18,40 
C,H ON, x H,O ” ” 67,23 ” 7,33 ” 8,48 ” 18,79 


Gef. ,, 68,03 ee » oa 


Bei 80° getrocknet. 
5,038 mg Substanz gaben 12,715 mg CO,, 3,055 mg H,0. 





3,837 mg - » 95,520 mg AgJ. 
3,044 mg ™ » 4,290 mg AgJ. 
Gef. C 68,839, H 6,79°/, OCH, 19,01°, 
» 18,68. 
In Ather: 626,0—623,5 . Mit ‘Tetramethylhimatoporphyrin projiziert 
624,7 


spektroskopisch véllig identisch. 
Bei diesem Priiparat war keine Vorbeschattung wahrzunehmen! 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXV. 4 
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Abspaltung von Wasser im Hochvakuum. 


Der Ester wird im Hochvakuum der Quecksilberpumpe im 
Olbad auf 185—195° erhitzt, bis Gewichtskonstanz erreicht ist, 
was nach etwa einer Stunde der Fall ist. 

0,266 g Ester verlieren in 40 Minuten bei 190° 0,017 g. 

Berechnet fir den Verlust von 2 Mol Wasser 0,015 g. 

Das Produkt zeigt in schwach eisessighaltigem Ather folgendes 
Spektrum: 634,4—629,5 . 

632,3 

Das gesinterte Produkt wird mit Chloroform extrahiert, die 
Chloroformliésung eingeengt und mit Methylalkohol versetzt. Uber 
Nacht krystallisiert aus der Lésung in charakteristisch keilformigen 
Krystallen ein bei 227° schmelzender Ester aus. Mit Protoester 
keine Depression. 

4,920 mg Substanz gaben 13,160 mg CO,, 2,895 mg H,0O. 





2,045 ng . - 0,176 eem N (18°, 712 mm). 
C..H330,N, Ber. C 73,18°/, H 6,49°9/, N 9,49°/, 
Cy,H3,0,N, ” ”? 72,62 ”? 6,62 ”? 9,69 


Gef. ,, 72,95 ,, 6,58  ,, 9,68. 
Mit Protoporphyrinester spektroskopisch verglichen, vollige 
Identitat. In Ather: 634,4—631,0 . 
632,17 





Reduktion des Bromporphyrins von Willstatter u. Fischer.’) 

Das in Eisessig geléste Porphyrin wird mit iberschiissigem 
Zinkstaub heftig geschiittelt bis zur Farblosigkeit. Nach dem 
Absaugen des Zinkstaubs wird einige Stunden Luft durch die 
Lisung geleitet. Das Porphyrin wird iiber Ather—Salzsiure ge- 
reinigt, in das Natronsalz, dann in das salzsaure Salz verwandelt 
und dann verestert. Schmelzpunkt des Methylesters 214° (korr.). 
Mit Mesoporphyrinester keine Depression. 


Tetraathylhamatoporphyrin. 
Veresterung des Kaliumsalzes mit Athylalkohol—Salzsdure. 
0,5 ¢ Kaliumsalz wird mit absolutem Athylalkohol, der mit 
HCl-Gas gesiittigt ist, durch Veresterung am RiickfluBkihler er- 
hitzt. Man versetzt mit Chloroform, entmischt mit Wasser, wischt 
die Chloroformlésung mit verdiinntem Ammoniak und dann noch 


') Diese Zs. Bd. 87, S. 447 (1913). 

















Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 51 


mehrmals mit Wasser und erhilt aus der eingeengten getrockneten 
Chloroformlésung nach Zusatz von absolutem Athylalkohol nach 
mehrwochigem Stehen der Lésung schéne, viereckige Krystalle 
vom Schmelzp. 149° (korr.) Zur Analyse wird nochmals aus 
Chloroform—Athylalkohol umkrystallisiert und bei gewéhnlicher 
Temperatur konstant getrocknet. 

3,024 mg Substanz gaben 7,840 mg CO,, 2,110 mg H,O. 














C..H;,0,N, Ber. C 70,94°/, H 7,65°/, 
Cy H;,ON, ” ” 10,44 ” 1,79 
Gef. ,, 70,71 5 Ta: 
In Eisessig—Ather: I. 626,6—622.8; II. (613,6); III. (598,1); IV. Vor- 
624,7 
beschattung ab 583,8 ... Max. bei 576,2 ...; V. 571,0—568,1; VI. 535,5—524,7; 
569,5 530, 1 
VII. 509,8—481,9; VIII. (470,1); E.-Abs. etwa 439. 
495,9 


Reihenfolge der Intensitiit: VII, VI, V, I, 1V, III, II, VIII. 

Zum Vergleich wurde das Tetraithylhimatoporphyrin nach 
der iiblichen Methode der Tetramethylhimatoporphyrindarstellung 
bereitet'), mit Bromwasserstoff—Kisessig und Athylalkohol vom 
Himin ausgehend. Zuerst krystallisierte die Substanz in schénen 
Nadeln, beim Umkrystallisieren erschienen dann die gleichen Vier- 
ecke wie oben. Die Nadeln schmolzen bei 146°, die derben Kry- 
stalle bei 132°. 

Das Athylderivat zeigt demnach ihnliche Isomerien wie sie 
beim Methylkérper beobachtet sind. 

4,190 mg Substanz gaben 10,785 mg CO,, 2,770 mg H,0. 40° getrocknet. 


4,290 mg - - 0.302 cem N (19°, 726 mm). 
5,070 mg " . 6,36 mg AgJ (korr.) 
C,2H,.N,O, 
Ber. C 170,94°/, H 7,65°/, N 7,88 °/, 4OCH, 25,26°/, 
Gef. ,, 70,20 yy 1,40 » Tae 5, 24,06 


Die Oxydation wurde ebenso wie beim Tetramethylhimato- 
porphyrin durchgefiihrt. Das Methyl-atoxyithyl-maleinimid wurde 
als Ol erhalten, das bisher noch keine Neigung zum Krystallisieren 
zeigte, zur Analyse wurde zweimal im Hochvakuum sublimiert. 

7,905 mg Substanz gaben 17,025 mg CO,, 5,080 mg H,O. 


3,325 mg ” ‘ 0,221 ecm N (17°, 723 mm). 
C,H,,0,N Ber. C 58,98°/, H 7,15% N 7,65°, 
Gef. ,, 58,74 « ta , 1,44. 


Aus dem obigen Priparat wurde das Imid auch erhalten. 





1) Diese Zs. Bd. 142, S. 155 (1925). 
a> 








or 
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5,657 mg Substanz gaben 12,125 mg CO,, 3,675 mg H,O. 
Gef. © 58,46%, H 7,27°/,. 
Tetraithylhiamatoporphyrin erleidet beim Erhitzen in Vakuum 
erst ab 240° stirkere Gewichtsabnahme, Protoporphyrin konnte 
nicht erhalten werden, da sich reine Protoporphyrinester beim 
Schmelzen bereits zersetzen. 


Oxydation von Bromporphyrin I (Dibrom-deuteroporphyrin). 


0,5 g Bromporphyrin I—Ester (aus in Chloroform gebromtem 
‘l'etramethyl-hiimatoporphyrin—Eisensalz mit konz. Schwefelsiure 
erhalten) wird mit 100 ccm 30°/,iger Schwefelsiure versetzt und 
mit 1 g Chromsiure in wenig Wasser gelést oxydiert. Dabei 
gehen 0,1 g nicht in Lésung, die aus Chloroform—Methylalkohol 
umkrystallisiert bei 278° schmelzen und mit dem Ausgangsmaterial 
keine Depression ergeben. An rohem Jmid wurden 0,171 g er- 
halten, das bei 90° im Vakuum sublimiert 0,108 g reines krystal- 
lisiertes sublimiertes Bromzitrakonimid vom Schmelzp. 178° er- 
geben. Fiir 1 Mol Imid berechnet 0,105 g. An Hiamatinsiiure 
wurden roh erhalten 0,171 g, die aus Ather, Petrolither um- 
krystallisiert 0,047 g reine Saure lieferten. 


0,6 g Bromporphyrin I (aus in Chloroform gebromtem Tetra- 
methyl-hiimatoporphyrin—Eisensalz mit konz. Schwefelsiure dar- 
gestellt und aus Pyridin—Kisessig umkrystallisiert) wird mit 120 ccm 
30°/,iger Schwefelsiiure und 1,2 g Chromsaiure in Wasser ver- 
setzt. Nach 4-tiigigem Stehen wird aufgearbeitet; ungelést sind 
0,2 g. An Bromzitrakonimid wurde nach der Sublimation 0,136 g 


erhalten, auf 1 Mol Imid berechnet 0,113 g, Schmelzp. 178°. 


Reduktive Spaltung des gebromten Methens 
aus 2,4-Dimethylpyrrol. 


1 ¢ des in Kisessig gebromten Methens 
CH, l CH, Br 





wird mit 12 ccm Jodwasserstofisiure und 18 ccm Kisessig 2 Stunden 
lang am siedenden Wasserbad erhitzt, dann mit 1,5 g Phospho- 
niumjodid versetzt, wobei sofort Entfarbung auftritt. Man dampft 
im Vakuum in Kisessig ab, verdiinnt das zurickbleibende Ol 
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mit Wasser und treibt mit Wasserdampf das gebildete Pyrrol 
iiber. Das Destillat wird ausgeithert und hinterliBt beim Ver- 
dampfen des Athers ein Ol, das in konz. atherischer Lésung mit 
itherischer Pikrinsiure ein bei 92° schmelzendes Pikrat liefert, 
das mit 2,4-Dimethylpyrrol-Pikrat keine Depression zeigt. 


Oxydation von 2-Methyl-4-athylpyrrol. 


2g Pyrrol werden in 50 ccm 10°/,iger Schwefelsiiure gelést 
und vorsichtig 8 g Chromsiure in wiBriger Lésung zugegeben. 
Wegen der starken Erwiirmung muf mit Wasser gekiihlt werden. 
Nachdem die Chromsiure vollstiindig eingetragen ist, wird auf 60° 
erhitzt, die Lisung firbt sich griin, die basische Atherfraktion 
hinterliBt ein Imid, das im Vakuum bei 80° sublimiert bei 80° 
schmilzt. 

4,865 mg Substanz gaben 10,295 mg CO,, 2,570 mg H,0O. 


5,200 mg - s 0,504 cem N (16°, 724 mm), 
C,H,O,N Ber. C 57,57°/, H 5,64°/, N 11,20°/, 
Gef. ,, 57,71 » d,91 , 10,90 


Bromierung von 2-Methyl-4-athylpyrrol. 


5 g 2-Methyl-4-athylpyrrol werden in 100 ccm Kisessig gelist 
und mit 8 g Brom in 20 ccm Eisessig versetzt. Es ist starke 
HBr-Entwicklung zu beobachten. Nach Stehen iiber Nacht wird 
abgesaugt und die quadratischen Krystalle des Bromhydrats mit 
Kisessig—Petrolither gewaschen. Ausbeute 6,5 g. 


11,668 mg Substanz gaben 16,635 mg Agbr. 
C,,H,.N,Br, Ber. Br 60,11°/, Gef. Br 60,67°/, . 


1,3 g Bromhydrat wird im Scheidetrichter in Chloroform ge- 
lést und mit n/10-NaOH so lange versetzt, bis Aufhellung der 
violetten Lésung eingetreten ist. Man wiischt die Chloroform- 
lésung mehrmals mit Wasser, engt das Chloroform ein und ver- 
treibt den letzten Rest des Lésungsmittels bei gewdéhnlicher 
Temperatur. Das freie Methen liBt sich aus Aceton-Wasser 
umkrystallisieren. Schmelzp. 133°. Ausbeute 0,65 g. 


4,166 mg Substanz gaben 5,610 mg CO,, 1,430 mg H,0O. 


3,667 mg ‘“ » 0,230 cem N (21°, 722 mm). 
8,277 mg . » 10,460 mg AgBr. 


C,,H,,N,Br, Ber. C 37,26, H 3,35°, N 6,21°/, Br 53, 
Gef. ,, 36,73 ,, 3,84 ,, 6,92 58, 
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Oxydation des Tetramethyl-Hamatoporphyrins’) (Treibs). 


Bei der Oxydation der Porphyrine wurde der Hauptwert 
darauf gelegt die Ausbeute an Imiden méglichst zu_steigern, 
wihrend die Hiimatinsiure zwar auch quantitativ bestimmt wurde, 
ohne da ihre optimalen Bildungsbedingungen studiert wurden. 
Die Imide wurden nur in vollkommen reinem Zustand zur Wigung 
gebracht. Alle Oxydationen wurden, wenn méglich, in 20°/,iger 
Schwefelsiure mit CrO, durchgefiihrt. 

Versuch 1. 1,00 g Tetramethyl-Himatoporphyrin (aus- 
gezeichnet gut krystallisiertes Priparat C*) vom Schmelzp. 145°) 
wurde in 30 ccm 20°/,iger H,SO, unter Riihren gelést. Auf Zusatz 
von 1g CrO, entstand ein Brei von Chromat, beim Erwirmen 
auf 50° wurde die Fliissigkeit klar, wihrend sich an der Wand 
des GefiBes eine zaihe Schmiere abschied, die nach dem AbgieBen 
mit wenig 50°/jiger H,SO, leicht in Lésung ging. Im Laufe 
einiger Stunden wurden noch weitere 1,3 g CrO, zugegeben und 
liber Nacht gerthrt. Die zugetiigte Menge CrO, entspricht 22,5 g 
Atomen Sauerstoff. 

Die Oxydationsfliissigkeit, die kein Porphyrin mehr enthielt, 
wurde 10 mal ausgeiithert, der Atherauszug mit Soda gewaschen, 
und auf ein kleines Volumen eingeengt. Um ganz reines Imid zu 
erhalten, ist es sehr wesentlich, die iitherische Lésung jetzt mit 
Pottasche zu trocknen, wodurch noch einige Unreinlichkeiten ent- 
fernt werden. Die Liésung wird in ein zweifach eingeschniirtes 
Reagenzglas eingefillt, der Ather abgedampft und im Hochvakuum 
der ()uecksilberpumpe sublimiert. Nachdem einige Minuten bei 
80° im Hochvakuum erhitzt worden ist, wird die zweite kapillar 
ausgezogene Verengung zugeschmolzen und bei 70—80° sublimiert, 
bis das ganze Imid iibergegangen ist. Das Imid war in den 
meisten Fallen bereits beim Sublimieren krystallisiert, ging jedoch 
einige Male als Ol iiber, das beim Animpfen sofort zu krystalli- 
sieren begann und bei der Priifung des Schmelzpunktes sich als 
ebenso rein erwies. 


Das Methoxy-Methylithyl-Maleinimid schmolz bei 59° 


C,H,O,N Mol.-Gew. 169, Ausbeute (1 Imid) theoretisch 0,259 g 
gefunden 0,215 g. 


Die mit wenig Soda ausgezogene Himatinsiure wird mit 


oo 


1) Kiister und Bauer, Diese Zs. Bd. 94, S. 186 (1915); Kiister und 
Maurer, Diese Zs. Bd. 133, S. 143 (1924). 
*) H. Fischer u. Miiller, Diese Zs. Bd. 142, 8S. 155 (1925). 
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Schwefelsiure in Freiheit gesetzt und durch 6 maliges Ausithern 
gewonnen. Durch Umkrystallisieren aus Ather—Petroliither, wobei 
man von zuniichst ausfallenden Schmieren abgie&t, wird sie rein 
erhalten. Schmelzp. 112°. 

C,H,O,N Mol.-Gew. 183, Ausbeute theoretisch (1 Siiure) 0,280 g 

gefunden 0,34 g. 

Die Ausbeute an Himatinsiiure entspricht 2 Pyrrolkernen, in 
Bestitigung friiherer Ergebnisse. 

Versuch 2. 0,500 g Tetramethyl-Himatoporphyrin wurden 
mit 1,0 g CrO, oxydiert, wobei auch zeitweilig auf 50° erwiirmt 
wurde. Die Oxydation war nach 6 Stunden beendet. 


Imidausbeute theoretisch 1,29 g 
gefunden 1,22 g, Schmelzp. 58—59°. 

Die Himatinséure war sehr rein Schmelzp. 114°, die Aus- 
beute war jedoch sehr gering. 

Versuch 3. 0,500 g Substanz wurden in 25 ccm H,SO, 
mit 1,1 g CrO, oxydiert, wonach noch ein schwaches Porphyrin- 
spektrum zu erkennen war. Die angewandte Menge Oxydations- 
mittel entspricht 21,5 Atomen Sauerstoff. 


Imidausbeute fiir 1 Pyrrolkern theoretisch 0,129 g 
gefunden 0,138 g. 

Ks sind demnach 7°/, iiber die Theorie fiir einen Pyrrolkern 
gefunden. Dieses Ergebnis gewinnt dadurch noch an Beweiskraft, 
daB das Imid von ganz besonderer Reinheit war, der Schmelzpunkt 
war 62°. 

An Hiimatinsiure wurden 0,095 g erhalten vom Schmelzp. 114°, 
tir 1 Himatinsiure ist die Theorie 0,142 g. 

Versuch 4. 0,500 ¢ Substanz in 25 ccm H,SO, mit 1,1 ¢ 
CrO, in 24 Stunden bei Zimmertemperatur oxydiert gaben 0,137 g 
Imid vom Schmelzp. 61°, das sind 6°/, iiber die Theorie fiir 
1 Imid. Die Ausbeute an Himatinsiiure war auch hier gering. 

Versuch 5. 0,500 g Substanz wurden mit einer zur voll- 
stindigen Oxydation nicht ausreichenden Menge CrO, behandelt, 
durch colorimetrische Messung die Menge nicht verinderten 
Porphyrins ermittelt. 0,77 g CrO, wurden auf einmal zugegeben 
und iiber Nacht geriihrt. Nach dem iiblichen Ausiithern des Imids 
und der Himatinsiure wurde die Lisung auf 100 ccm aufgefiillt, 
2ccm davon abpipettiert, das Porphyrin in Ather getrieben, mit 
5°/,iger HCl aufgenommen und mit einer Vergleichslésung be- 
kannten Gehaltes verglichen, 0,118 g Porphyrin waren noch er- 
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halten. Die oxydierten 0,382 g ergeben theoretisch 0,099 g Imid, 
wihrend 0,102 g vom Schmelzp. 56° gefunden wurden, das sind 
102°/, der Theorie. 

Versuch 6. 0,500 g wurden in 25 ccm 20°/,iger H,SO, 
im Kiihlschrank bei —1° mit 1,15 g CrO, im Verlauf von 
9 Tagen oxydiert. Kine kleine Menge Porphyrin war noch vor- 
handen, die durch colorimetrischen Vergleich mit einer Lisung 
von Tetramethylhimatoporphyrin bekannten Gehaltes bestimmt 
wurde zu 25 mg. Die oxydierten 0,475 g gaben 137,5 mg reinstes 
Imid vom Schmelzp. 60°, das sind 12°/, mehr als die Theorie 
fiir 1 Imid betrigt. Die Ausbeute an Himatinsiure war 0,165 g 
vom Schmelzp. 113°, das sind 23°/, mehr als die Theorie fir 
einen Pyrrolkern fordert. 


Oxydation des Mesoporphyrins. 


0,500 g Porphyrinester wurden mit 1 g CrO,, das entspricht 
18 Atomen 0, in 25 ccm 20°/,iger H,SO, bei Zimmertemperatur 
oxydiert. Das Porphyrin war bis auf Spuren verschwunden, es 
hatte sich an der GefiBwand etwas rote Schmiere abgeschieden, 
die kein Porphyrin mehr enthielt und die nicht weiter beriick- 
sichtigt wurde. Das Methylithylmaleinimid wurde ebenso wie 
das oben beim methoxylierten Imid beschrieben ist durch Subli- 
mation bei 80° im Hochvakuum isoliert und in ganz besonderer 
Reinheit erhalten. Die Ausbeute war 0,128 g vom Schmelzp. 70°, 
das sind 9°/, mehr als die Theorie fiir 1 Imid verlangt. Die 
Ausbeute an Hiimatinséure war sehr mibig, sie betrug nur 20 mg. 


Oxydation des Tetramethylhamatoporphyrin-Eisensalzes. 


0,470 g Substanz wurden bei — 1° 10 Tage mit CrO, in 
25°/,iger H,SO, behandelt, wobei jedoch nur ein Bruchteil um- 
gesetzt worden war, infolge der Unléslichkeit des Eisensalzes in 
der Schwefelsiiure. Die Oxydation wurde deshalb unter Turbinieren 
bei Zimmertemperatur zu Ende gefiihrt, im Ganzen wurden 1,2 g 
CrO, verbraucht. Die Ausbeute an methoxyliertem Methylithyl- 
maleinimid blieb hinter der erwarteten zuriick, sie betrug 0,083 g, 
wibrend 0,107 g sich fiir 1 Imid errechnen. 

An Hiamatinsiure wurde ungefaihr die einem Pyrrolkern 
zukommende Menge gefunden, niimlich 0,125 g (ber. 0,118 g), 
doch war der Schmelzpunkt zu tief, er lag bei 100° und war 
unschart. 
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Oxydation des Rhodoporphyrins. 


0,300 g Porphyrin wurden mit 0,700 g CrO, in 50 ccm 
20°/,iger H,SO, im Laufe von 20 Stunden oxydiert. 

Das entstandene Methylithylmaleinimid war nach zweimaligem 
Umsublimieren im Hochvakuum bei 55° analysenrein und bildete 
prachtvolle groBe Krystalle vom Schmelzp. 69°. 

Die Ausbeute war 81 mg, wihrend sich fir 1 Pyrrolkern 
77 mg errechnen. 

Die Himatinsiure wurde als Anhydrit erhalten, in einer Aus- 
beute von 44 mg. 


Oxydation des Hamins. 


1,00 g rohes, aber sehr gut krystallisiertes Himin wurde in 
50 ccm 33°/,iger H,SO, unter stetigem Rihren an der Turbine 
mit 3g CrO, im Verlauf von 2 Tagen oxydiert. Die in tiblicher 
Weise erhaltene Imidfraktion war minimal, es sublimierte eine 
kleine Menge teilweise krystallisierter Substanz, die Krystalle 
wurden auf Ton mit Atherdampf gewaschen und schmolzen bei 
120°, ihre Menge war so gering, etwa 2 mg, daB weitere Versuche 
nicht lohnend schienen. 

Die Saurefraktion schied beim EKindampfen der iitherischen 
Lésung zunichst Bernsteinsiure ab, dann eine kleine Menge 
Haimatinsaure. 


Oxydation von Hamochromogen. 


Das aus 2 Liter Schweineblut mit Takajamas Reagens nach 
Josef!) abgeschiedene Himochromogen wurde durch Abzentri- 
fugieren abgetrennt, mit Wasser gewaschen, in 75 ccm Wasser 
aufgeschlammt und mit 150 ccm 33°/,iger H,SO, versetzt. Mit 
10,5 g CrO, wurde im Verlauf von 3 Tagen an der Turbine die 
Oxydation durchgefihrt. Auch hier entstand nur eine minimale 
Menge Imidfraktion, die gut krystallisiert war und einen Schmelz- 
punkt von 110° aufwies. Die Siurefraktion wurde nicht auf- 
gearbeitet, da sie naturgemiB eine betrichtliche Menge von Fett- 
siuren enthielt. 


Oxydation von Hamatoporphyrin. 


0,500 g Substanz wurden in 25 ccm 20°/,iger H,SO, mit 
1,0 g CrO, oxydiert, dann verblieb noch ein jetzt schwer léslicher 
Rest, der in etwas 50°/,iger H,SO, mit 0,1 g CrO, auch noch 


1) Dissertation Josef, Miinchen 1926. 
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oxydiert werden konnte. Eine Imidfraktion konnte nicht beobachtet 
werden. An reiner Himatinsaiure wurden 140 mg erhalten, wihrend 
sich fiir 1 Pyrrolkern 154 mg errechnen. 


Decarboxylierung des Hamatoporphyrins. 


Die Decarboxylierung erfolgte in der friiher') beschriebenen 
Weise im Hochvakuum. Das abgespaltene Gas wurde in einer 
Biirette aufgefangen, die durch Schliff mit einem kleinen GefaB 
verbunden war, das die nétigen Glashihne aufwies und zum An- 
schluB an die Verbrennungsapparatur bestimmt war. 

100 mg Substanz wurden decarboxyliert, die Temperatur 
wurde bis auf 310° gesteigert, bis zum Aufhéren der Gasent- 
wicklung. Aus dem aufgefangenen Gas, 2,7 ccm, wurde die 
Kohlensiure mit 50°/,iger KOH weggenommen, worauf ein Gasrest 
von 0,24 ccm verblieb. ErfahrungsgemiB bestehen derartige 
Gasreste teilweise aus Luft, da die pulverférmigen Substanzen 
stets etwas Luft adsorbiert haben, die auch im Hochvakuum 
erst bei héherer Temperatur abgegeben wird. Die Analyse kann 
daher nur das Verhaltnis von C:H geben. Das Gas wurde in 
das evakuierte GefiB getrieben, das dann mit Sauerstoff gefiillt 
und an eine Preglsche Mikroapparatur angeschlossen wurde 
(vor den Blasenzihler). 

Gefunden wurden 0,270 mg CO,, 0,230 mg H,O, das sind 0,074 mg C, 
0,026 mg H,0. 

Atomverhiltnis C:H 6,1:26 = C,,:H,,. 

Dieser Versuch beweist natiirlich nur, daB ein Kohlenwasser- 
stoff abgespalten wird, der vielleicht Methan ist. 

Bei diesem Versuch entstand nur ganz wenig eines Atiopor- 
phyrins der Salzsiurezahl 2, das mit Atioporphyrin I spektro- 
skopisch identisch ist, das sich vom Meso&tioporphyrin durch 
seine niedere Salzsiiurezahl scharf unterscheidet, aber kein 
Deuteroiitioporphyrin ist (Salzsiurezahl 1,75), da bei der Behand- 
lung mit Br und Aceton kein bromiertes Porphyrin entsteht. 


Vergleichende Bromierung von Dimethyl-hamin und 
Protoporphyrin-Ester-Eisenkomplexsalz. 


Die Versuche wurden ausgefiihrt mit Dimethyl-Cl-Hamin, 
Dimethyl-Br-Hiimin und mit dem Fe-Cl, sowie Fe-Br-Komplex- 
salz des Protoporphyrin-Esters. Das Dimethyl-Cl-Himin war her- 


') Liebigs Ann. der Chem. Bd. 466, S. 188 (1928). 
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gestellt nach Kiister und Schlayer'), das Dimethyl-Br-Himin 
in Anlehnung an Kiister und Oesterlin’) die Veresterung von 
Cl-Himin wurde kombiniert mit dem Austausch des Halogens, 
indem statt mit HCl-Methylalkohol mit HBr-Methylalkohol 
(48°/,ige Bromwasserstoffsiure) gearbeitet wurde. Das Priiparat 
wurde dann umkrystallisiert durch Eintragen der Chloroform- 
lésung in heiBen HBr-haltigen Methylalkohol. Das Dimethyl- 
Br-Himin wies den theoretischen Br-Gehalt auf. 


4,083 mg Substanz gaben 1,05mg AgBr. 

C,,Hs,N,O,FeBr ser. Br 11,04°/, Gef. Br, 10,94°/, 
(fiir Cl yy BRR >. ww» 6am 

Die Fe-Komplexsalze des Protoporphyrin-Ksters waren auf 
iibliche Weise gut krystallisiert erhalten worden durch Kintragen 
der Cloroformlésung des Esters in eine siedende Auflésung von 
Fe in Eisessig, der NaCl bzw. NaBr zugefiigt war. Nach dem 
Wegkochen des Chloroforms begann alsbald die Krystallisation. 

Die Bromierungen wurden in Serien mit ein und derselben 
frisch hergestellten Br-Lésung méglichst rasch unter gleichartigen 
Bedingungen durchgefiihrt. 

1. Versuchsreibe. 50mg Dimethyl-Cl-Himin, Mol.-Gew. 680, 
in 5ccm Chloroform gelést, wurden mit 25 mg Br _ versetzt 
(10 mg Brin 1 ccm Chloroform), d. i. ein geringer UberschuB berechnet 
auf 2Br,. Nach 5 Stunden wurde mit 30 ccm Petrolither langsam 
versetzt, worauf alsbald das Bromierungsprodukt in sehr kleinen 
braunen Krystallen ausfiel. Die Substanz wurde bei Zimmer- 
temperatur im Vakuum iiber KOH und P,O, konstant getrocknet. 

Alle Bromkérper wurden derart konstant getrocknet, in allen 
Fallen erfolgte Gewichtsabnahme, die jedoch sehr verschieden 
groB war und in keiner Beziehung zum Br-Defizit stand, sie 
findet ihre einfache Erklirung dadurch, daB beim Absaugen und 
Nachwaschen der Substanzen mit Petroliither infolge der Ver- 
dunstungskilte sich auf der Substanz Wasser niederschligt und 
alle Substanzen nach kurzem Liegen an der Luft eingewogen 
wurden. Die frisch hergestellten Substanzen bliuten dariiber 
gelegtes Kongopapier nach einiger Zeit, gaben also HBr ab. 

Bei den Analysen der Cl- und Br-haltigen Substanzen wurde 
das Halogen summarisch bestimmt als AgBr + AgCl, da es auf 
den Vergleich ankommt bei der Berechnung das Cl als theoretisch 





1) Diese Zs. Bd. 168, S. 302 (1927). 
*) Diese Zs. Bd. 136, 8. 237 (1924). 
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stimmend angenommen, nach Abzug der entsprechenden Menge 
AgCl vom Halogensilber das Br errechnet. Zieht man eine Ver- 
dringung von Cl durch Br am Eisen in Betracht, so ergibt die 
Berechnung auf Br allein Werte, deren Abweichungen von der 
Theorie Zahlenwerte der gleichen GréSenordnung erreichen. 
4,674 mg Substanz gaben 7,495 mg CO,, 1,600 mg H,O, 0,371 mg Fe,O,. 
6,550 mg » 551mg AgCl + AgBr. 
C,,H,gN,O,FeClBr, Ber. C 43,25°/, H 3,63°/, Fe 5,58°/, Cl 3,55°/9 Br 31,99°/, 
Gef. ,, 43,73 ,, 4,05 ,, 5,55 ,,(3,55) ,, 30,90. 
50 mg  Protoporphyrin-Kster-Cl-Himin wurden mit der 
gleichen Brommenge behandelt, die erhaltene Krystallisation 
zeigte genau das gleiche Aussehen. 
4,682 mg Substanz gaben 7,730 mg CO,, 1,885 mg H,O, 0,325 mg Fe,0,. 


6,178 mg . »  4,590mg AgCl + AgBr. 
C,,H,»N,O,FeCIBr, Ber. C 43,25°/, H 3,63°/, Fe 5,58°/, Cl 3,55°/, Br 31,99°/, 
Gef. ,, 45,08 ,, 4,43 ,, 4,85 ,,(83,55) ,, 25,45. 


50 mg Protoporphyrin-Ester-Br-Himin wurden analog mit 
23 mg Br versetzt. Das Reaktionsprodukt bildete sehr kleine 
braune Krystalle. 

3,837 mg Substanz gaben 6,390 mg CO,, 1,490 mg H,O, 0,260 mg Fe,0,. 


7,785 mg ¥ » 600mg AgCl + AgBr. 
C,,H,,N,O,FeBr, Ber. C 41,40°%/, H 3,48°, Fe 5,35°, Br 38,28°/, 
Gef. ,, 45,42 yy 4,35 4,74 32,85. 


2. Versuchsreihe. 200 mg Dimethyl-Cl-Himin in 7 ccm 
Chloroform wurden mit 95 mg Br (= 2Br,, 50 mg Br in 1 ccm 
Chloroform) versetzt und nach 4 Stunden mit 40 ccm Petrolather 
gefallt. Der Br-K6érper fiel in schwarzen, sehr feinen Krystallen aus. 

2,932 mg Substanz gaben 2,30 mg AgCl + AgBr. 

C,.H,,.N,O,FeCIBr, Ber. Cl 3,55°/, Br 31,99°, 
Gef. ,, (3,55) 5, 27,30 

Kin Teil der Substanz wurde mit wenig Aceton iibergossen, 
es trat alsbald Lésung ein, nach kurzer Zeit krystallisierten 
glinzende, violett-schwarze Nadeln aus. (Wihrend alle Fallungen 
der Br-Kérper mit Petrolither nur mit sehr starker VergréBerung 
als krystallisiert erkennbar waren, konnten die Krystalle aus 
Aceton stets mit bloBem Auge unterschieden werden.) 

10,063 mg Substanz gaben 8,43 mg AgCl + AgBr. 

C,,H,,N,O,FeClBr, Ber. Cl 3,55°/, Br 31,99°, 
Gef. ,, (3,55) » 29,29. 
Da die Substanz augenscheinlich unversehrt bleibt, ist die 
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Bindung des Broms als Perbromid ausgeschlossen, da derartig 
gebundenes Brom mit Aceton entfernt wird. 

200 mg Dimethyl-Br-Himin wurden in 7 ccm Chloroform 
gelist, mit 87 mg Br (= 2Br,) versetzt, mit 40 ccm Petrolither 
fiel das Reaktionsprodukt in schwarzen kleinen Krystallen aus. 

7,706 mg Substanz gaben 6,50 mg AgBr. 

C,,H3,N,0,FeBr, Ber. Br 38,28°/, Gef. Br 35,90°/, 


Aus wenig Aceton erschien der unveriinderte Bromkérper in 
feinen dunkelbraunen Nidelchen. (Die Kérperfarbe der bromierten 
Himine scheint von Zufilligkeiten der Ausbildung abhingig zu 
sein, meist war sie braunschwarz, einige Male auch tiefschwarz; 
bei Porphyrinkrystallen sind Unterschiede in der Farbnuance 
sehr oft zu beobachten.) 

8,870 mg Substanz gaben 7,15 mg AgBr. 

Ber. Br. 38,28°/, Gef. Br. 34,41°/,. 

50 mg Protoporphyrin-Ester-Cl-Himin wurden in 3 ccm 
Chloroform mit 24mg Br versetzt, mit 30 ccm Petrolither 
erschien eine schwarzbraune, sehr feine Krystallisation. 

8,415 mg Substanz gaben 6,72 mg AgCl + AgBr. 

Ber. Cl 3,55°/, Br 31,99°/, 
Gef. ,, (8,55) 27,98. 
Aus Aceton bildete der Br-Kérper schwarzviolette Nadeln. 


2,497 mg Substanz gaben 2,03 mg AgCl + AgBr. 
Ber. Cl 3,55°/, = Br 31,99°/, 
Gef. ,, (3,55) »» 28,46. 

100 mg Protoporphyrin-Ester-Br-Himin in 3 ccm Chloroform 
mit 43mg Br und 30ccm Petrolither versetzt gab eine schwarz- 
braune Krystallisation. 

11,323 mg Substanz gaben 8,72 mg AgBr. 

Ber. Br 38,28°/, Gef. Br 32,779/,. 


Aus Aceton erschienen nur wenige schwarze Krystalle. 


1,464 mg Substanz gaben 1,13 mg AgBr. 
Ber. Br 38,28°/, Gef. Br 32,88°/,. 


3. Versuchsreihe. Je 30 mg der Himinester in 1,5 ccm 
Chloroform wurden mit 30 mg Br in 0,6 ccm Chloroform ver- 
setzt, das sind ungefihr 8 Atome Br, und nach 4 Stunden mit 


40 ccm Petrolither gefallt. 
Dimethyl]-Cl-Hiimin lieferte feine braune Krystalle. 
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7,485 mg Substanz gaben 6,49mg AgCl + AgBr. 

Ber. Cl 3,559/, Br 31,99°, 

Gef. ,, (3,55) » 30,82. 
Dimethyl-Br-Himin gab schwarzbraune Krystalle. 


8,699 mg Substanz gaben 6,49mg AgBr. 
Ber. Br 38,28°/, Gef. Br 81,75°,. 
Proto-Kster-Cl-Himin gab braune Krystalle. 
10,040 mg Substanz gaben 7,89mg AgCl + AgBr. 
Ber. Cl 3,55°/, Br 31,99°/, 
Gef. ,, (3,55) , a. 
Proto-Ester-Br-Himin liefert eine braune Krystallisation. 


6,854 mg Substanz gaben 4,79 mg AgBr. 
Ber. Br 38,28°/, Gef. Br 29,74°,. 


Alle Analysen erweisen eine Aufnahme von 2 Br, an die 
Doppelbindungen der Seitenkette. Dieses Brom ist jedoch sehr 
locker gebunden und wird sehr leicht abgespalten, so daB die 
Bromkoérper stets bereits Brom verloren haben, bevor sie zur 
Analyse gelangen. Feuchtigkeit scheint dabei eine gewisse Rolle 
zu spielen. Erwirmt man sie mit Wasser, so reagiert dieses 
alsbald sauer. 

Spektroskopisch stimmen die siimtlichen Bromk6rper unter- 
einander iiberein. 

In Chloroform: (Das Spektrum ist sehr verwaschen). 

I. 660-—640; II, 558—5386... III. 520—494... E.-Abs. 443. 

Reihenfolge der Intensitiit: II, I, ILI. 

Das Spektrum ist dem des Dimethylhimins sehr ahnlich, nur 
um 1—2 wu nach Violett verschoben. 

Das Himochromogen der Bromkérper zeigt die Lage 557, 
526, ist also nicht verschoben. Zweifellos wird jedoch durch 
das Pyridin und Hydrazin das Halogen abgespalten. 

Bei einer weiteren Versuchsreihe wurde die Isolierung der 
Bromkoérper weniger schonend durchgefihrt, wobei 3 Br heraus- 
gespalten wurden. 

4.Versuchsreihe. Je 50mg der gutkrystallisierten Substanzen 
wurden in5ccmChloroform gelést und mit frisch bereiteter Br-Lésung 
in Chloroform (10 mg in 1 ccm) versetzt. Zur Anwendung kamen 
2Br, mit geringem UberschuB, Br-Himin berechnet 21,5 mg Br, an- 
gewendet 23 mg, Cl-Himin berechnet 23,5 mg, angewendet 25 mg. 
Nach 38-stiindigem Stehen lieB sich freies Brom mit angefeuchtetem 








— nee te 
RODS ist ie " 

















St ener menue 





Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 63 


Jodkali-Stirkepapier nicht mehr nachweisen. Mit je 3ccm Aceton 
wurde 1/, Stunde erwiirmt, stark eingeengt und nach Versetzen 
mit 3 ccm Methylalkohol weiter eingeengt. Nach Stehen iiber 
Nacht war in jedem Fall eine Abscheidung wenig gut ausgebildeter 
Krystalle erschienen, die aus wenig Aceton—Methylalkohol unter 
starkem Einengen umkrystallisiert wurden. Die Léslichkeit in 
Methylalkohol ist betriachtlich, in Aceton und Chloroform sind 
die Bromierungsprodukte spielend léslich. Alle Krystallisationen 
waren schlecht ausgebildet und gerade noch mit Sicherheit als 
solche erkennbar. 

Protoporphyrin-Ester-Br-Himin-Bromeinwirkungsprodukt. 

4,286 mg Substanz gaben 1,95 mg AgBr. 

C,,H;,N,0,FeBr- Br Ber. Br 19,88°/, Gef. Br 19,36°/,. 

(Auf die H-Zahl ist bei der Formel keine Riicksicht genommen.) 

Protoester-Cl-Himin-Brom-Einwirkungsprodukt, 

5,944 mg Substanz gaben 2,52 mg AgBr+AgCl. 

C.,H,,N,O,FeCl- Br Ber. Cl 4,67°/, Br 10,52°/, 

Gef. ,, (4,67) , 10,02. 

Dimethy]-Cl-Himin-Brom-EKinwirkungsprodukt. 

3,547 mg Substanz gaben 1,88 mg AgBr + AgCl. 

C,,H,.N,0,FeCl-Br Ber. Cl 4,67°/, Br 10,52°/, 

Gef. ,, (4,67) 14,51. 

Ein Versuch mit Protoester-Cl-Himin mit BromiiberschuB 
ergab gleiches Resultat. Nach einer Einwirkung von einer Minute 
wurde der groBe Bromiiberschu8 mit Aceton weggenommen und 
ebenso aufgearbeitet. Das Bromierungsprodukt war anscheinend 


krystallisiert. 
1,920 mg Substanz gaben 0,82 mg AgBr + Ag(Cl. 
C,,H,,N,O,FeCl- Br Ber. Cl 4,67°/, Br 10,52°/, 


Gef. ,, (4,67) 10,20. 


Bromierung des Tetramethyl-Hamatoporphyrins. 


Diese Bromierungsversuche wurden in der Absicht unter- 
nommen ein primiires Kinwirkungsprodukt zu fassen. Bei An- 
wendung kleiner Mengen von Brom wurden keine einheitlichen 
Produkte erhalten. Durch Salzsiurefraktionierung lieB sich immer 
unangegriffenes Ausgangsmaterial nachweisen. 

Bei Anwendung eines Uberschusses von Brom entstand auch 
bei kiirzester EKinwirkung stets Bromporphyrin I (Di-Br-Deutero- 
porphyrin). 0,1 g Tetramethylhimatoporphyrin C, Schmelzp. 145°, 
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wurder in 15 ccm Chloroform mit 0,3 g Br in etwas Chloroform 
gelist versetzt, nach 20 Sekunden wurde mit 20 ccm Aceton 
versetzt, nach 2 Minuten einige Tropfen Pyridin zugegeben, die 
den entstandenen Bromwasserstoff binden. Nach kurzer Zeit 
erfolgte die Krystallisation in schénen lanzettlichen Blittchen, 
nach dem Umkrystallisieren lag der Schmelzpunkt bei 285° (korr.), 
der Mischschmelzpunkt mit Di-Br-Deuteroporphyrinester gab 
keine Depression. 
4,805 mg Substanz gaben 9,600 mg CO,, 1,875 mg H,0. 


3,238 mg * » 0,228 cem N (17°, 715 mm). 
6,541 mg * » 329mg AgBr, (bei 100° getrocknet). 
C,,H3,N,0,Br, Ber. C 55,179), H 4,63°/, N 8,05°, Br 22,96°, 
Gef. ,, 55,76 487 yy» 1,79  2t41. 


Bei einem weiteren Versuch wurde nach 3 Sekunden die 
Bromierung durch Zugabe von Aceton unterbrochen, und eben- 
falls der Ester vom Schmelzp, 285° erhalten. 


Perbromide. 


Das Verhalten der Bromkérper der Himinester gegen Aceton 
schliebt die Méglichkeit aus, daB es sich um Perbromide handelt. 
Der zu all diesen Versuchen verwendete kiufliche Petrolather 
ist nun stark ungesittigt, er bindet betriichtliche Mengen von 
Brom. Daher wurden noch einige Versuche mit gereinigtem 
Petrolaither (mit Oleum und dann noch mit Permanganat) gemacht, 
um festzustellen, ob Komplexsalze Perbromide bilden und auBerdem 
das Verhalten einiger Perbromide gegen den ungesittigten Petrol- 
ither studiert. 


Mesoporphyrinester-Perbromid. 

40 mg Mesoporpbhyrinester in 10 ccm Chloroform wurden mit 
70 mg Br (13 Atome) in 1 ccm Chloroform versetzt und nach 
kurzem in 30 ccm ungereinigten Petrolither gegossen, das Per- 
bromid fillt amorph aus. GieSt man den Petrolither in die 
Chloroformlésung so scheidet es sich als Ol ab. 

6,677 mg Substanz gaben 6,09 mg AgBr. 

Gef. Br 38,80°%,. 

Bei einem zweiten Versuch wurde die Lésung des Esters in 
wenig Chloroform mit 70 mg Br in 9 ccm Eisessig versetzt und 
dann in reinen Petroliither gegossen. 

9,324 mg Substanz gaben 9,75 mg AgBr (ohne Vakuum getrocknet), 

C,,H,yN,O,-Br, Ber. Br 44,65°/,  Gef. Br 44,50°%,. 
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Mit Aceton wurde augenblicklich Mesoporphyrinester zuriick- 
erhalten, der durch etwas bromhaltiges Porphyrin verunreinigt 
war. In allen Fallen der Kntbromung war Bromaceton am 
stechenden Geruch wahrzunehmen. 


Nesoporphyrinester-Cu-Salz—Perbromid. 


40mg Cu-Salz*) wurden in 20 ccm Chloroform mit 70 mg Br 
({2 Atome) in 1 com Chloroform versetzt, mit 30 ccm ungereinigtem 
Petrolither erschienen dann kleine dunkelbraune Niidelchen an 
der Gefibwand. 
7 


» 


mg Substanz gaben 3,42 mg AgBr. 


Gef. Br 17,35°/,. 


83% 


Bei zwei weiteren Versuchen wurde die Lésung des Cu-Salzes 
in 2,5 ccm Chloroform mit Br in Chloroform, dann mit 10 ccm 
Kisessig zur Krystallisation versetzt uud mit gereinigtem Petrol- 
‘ither nachgewaschen. Dieses und alle anderen Perbromide gaben 
beim Aufbewahren ohne Vakuum iiber KOH und P,0, nichts ab. 

3,776 mg Substanz gaben 1,82 mg AgBr. 

3,202 mg - » 140mg Agbr. 


Ogg Hyp N40O,Cu- Br, Ber. Br 19,58°/, Gef. Br 20,26, 18,61°/,. 


Mit Aceton wurde unveriindertes Ksterkupfersalz vom Schmelz- 
punkt 208° (korr.) zuriickerhalten. 


Atio-Cl-hamin—Perbromid. 


Kine Chloroformlésung von Atiohiimin wurde mit iiber- 
schiissigem Br in Chloroform versetzt, auf vorsichtigen Zusatz 
von ungereinigtem Petroliither fiel das Perbromid in dunklen 
K6rnchen aus. 

5,868 mg Substanz gaben 4,20 mg AgCl + AgBr. 

CypH,,N,FeCl- Br, Ber. Cl 4,879, Br 21,97°/, 
Gef. ,, (4,87) 22,10. 


” 


Kine Probe wurde mit Aceton-Chloroform erwirmt und dann 
mit Methylalkohol eingeengt, worauf das zuriickgebildete Hiimin 
auskrystallisierte. 

Nach der Analyse ist etwas Br ins Molekiil eingetreten. 


*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 459, S. 73 (1927) ist der Schmelzpunkt 
des Mesoporphyrinesters-Cu-Salzes irrtiimlich zu 224° angegeben, der 
Schmelzpunkt liegt bei 208° (korr.). 
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1,786 mg Substanz gaben 0,71 mg AgCl. 
Cy,H,.N,FeCl Ber. Cl 6,26°%, Gef. Cl 9,84%. 
Bei einem weiteren Versuch wurde gereinigter Petroliither 
angewandt. 
10,523 mg Substanz gaben 9,05 mg AgCl + AgBr. 
C,,H,,N,FeCl- Br, Ber. Cl 4,40°/, Br 29,70°/, 
Gef. ,, (4,40) » 29,00. 
Kine Bromierung von Atiohiimin in Chloroform—Kisessig 
ergab schon krystallisiertes Perbromid, das auch 3 Br enthielt. 
4,498 mg Substanz gaben 4,05 mg AgCl + AgBr. 
Gef. Cl (4,40) °/, Br 30,75, . 


Ks wurde nun noch der Versuch gemacht mit dem gereinigten 
Petroliither ein Perbromid des T'etrabrom-bromhimin-esters zu 
fussen. Aus der mit iiberschiissigem Br versetzten Chloroform- 
lésung wird durch Petrolither ein Ol gefillt, das beim Waschen 
an Petrolither betriichtlche Mengen von Br abgibt und dabei 
fest wird. Die Analyse ergab keinen gesteigerten Br-Gehalt, das 
Ol ist ohne Zweifel ein sehr unstabiles Perbromid. 


Bromierung des Protoporphyrin-Esters nach Kister und Grosse.’) 


Nach der Vorschrift der genannten Autoren wurde mit 
5 Atomen Br in Chloroform bromiert. Die Lésung wird braunrot 
mit gelbgriinem Tingieren, das Spektrum ist ein saures Porphyrin- 
spektrum mit 3 Streifen bei 609,6; 587,3; 565,0. 

Die Fillung mit Petrolither war nicht krystallisiert. 

8,862 mg Substanz gaben 3,40 mg AgBr. 

C,,H,.N,O,Br,:2HBr Ber. Br 35,05°/,  Gef. Br 37,45%,. 

Durch Anschiitteln mit Ather und Wasser ging das Brom- 
hydrat unter Zerlegung in den Ather. 

I. 630,6; II. 574,0; IIL 538,38; IV. 503,3. 

Zum Vergleich die Hauptstreifen des Protoporphyrins: 

632,8; 577,1; 5381; 503,1. 

Das Spektrum des Bromkoérpers ist etwas verschwommener. 
Es gelang nicht, ihn krystallisiert zu erhalten. 

Das ‘Tetrabromprodukt wurde weiter nach Vorschrift mit 
Mecthylalkohol behandelt, eine Krystallisation oder Abscheidung 
trat beim Einengen der sauren Liésung nicht auf. Das Porphyrin 


') Diese Zs. Bd. 179, S. 123 (1928). 
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wurde in Ather getrieben, in dem es ganz aubergewohnlich leicht 
léslich ist und durch Ausziehen mit 12°/,iger HCl von etwas 
Verunreinigung hiéherer HCl-Zahl abgetrennt. Weder aus Ather 
noch aus Methylalkohol, in dem der Bromkoérper auch fiuberst leicht 
lislich ist, gelang die Krystallisation, aus sehr konzentrierter 
methylalkoholischer Liésung fiilt das Porphyrin Olig aus und er- 
starrt dann. In diesem Zustand wurde analysiert. 
3,129 mg Substanz gaben 1,38 mg AgBr. 
C,,H,.N,O, Br, Ber. Br 19,68°/, Gef. Br 18,77°/,. 


Die Salzsiiurezahl des Bromporphyrins ist 9, das Spektrum 
ist dem des Hamatoporphyrins iihnlich, jedoch um eine halbe 
Streifenbreite nach Rot verschoben. 

In Ather: I. 628,5—625,7 ... 612,2; If. 600,2; II. 586,3—575,4 . 

627,1 580,9 
IV. 572,4—570,4: V. 541,38... 535,1—527,5 ... 523.9: VI. 512,1—485,2: 
571,4 531,35 498.6 
VII. 471,6; E.-Abs. 437. 

Reihenfolge der Intensitiit: VI, I, IV, V, Ul, HW, Vil. 

In 12°/,iger HCI: I. 596,0; IT. 574,5; UL. 553.3. 

Reihentolge der Intensitét: Il, I, If. 

















Die Darstellung dieses Bromporphyrins wurde dreimal mit 
gleichem Resultat durchgefiihrt. 

Die Oxydation wurde wie angegeben in 50°/,iger H,SO, 
durchgefiihrt, die Aufarbeitung geschah in der oben beschriebenen 
Weise. Die Siurefraktion ergab stets ohne weiteres Himatin- 
siure, die Imidfraktion bestand zum iiberwiegenden Teil aus nicht 
sublimierbarem (im Hochvakuum) Harz. Die Sublimate waren 
zum groBten Teil élig. In einem Falle wurden keine Krystalle 
erhalten, ein zweites Mal sehr wenig Methyliithyl—Maleinimid, das 
durch den Geruch bereits sich zu erkennen gegeben hatte und 
durch Mischschmelzpunkt identifiziert wurde. Beim dritten Male 
wurde wieder eine Spur Methyliithyl—Maleinimid erhalten und 
wenig eines héher schmelzenden Imids an den wirmeren Stellen 
des Sublimierréhrchens, das mit etwas Ather gewaschen wurde 
und aus Ather—Petrolither in schénen Prismen krystallisierte. Der 
Schmelzpunkt war nicht sehr scharf bei 165—167"°, der Misch- 
schmelzpunkt mit Bromzitrakonimid (Schmelzp. 174") lag bei der- 
selben Temperatur. 

Das Kiistersche Methoxy—Brom—Imid vom Schmelzp, 75° 
konnte nicht erhalten werden. 
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Untersuchung des Imids vom Schmelzpunkt 75°. 


(Originalpriiparat von W. Kiister). 





Das Priparat hatte einen Schmelzpunkt von 75—76°. 
4,625 mg Substanz gaben 7,650 mg CO,, 1,980 mg H,0O. 


4,041 mg ” ~ 2,68 mg AgBr. 
Gef. C 45,139),  H 4,79° Br 28,22°/,. 
/0 / iU 


Kin Teil wurde bei 80° im Hochvakuum sublimiert, es erschienen 
schine Prismen, die im Habitus nicht alle iibereinstimmend waren. Der 
Schmelzpunkt wurde daher an einzelnen Krystallen genommen und wurde 
mehrfach scharf bei 76° gefunden. 

4,282 mg Substanz gaben 7,190 mg CO,, 1,910 mg H,0O. 


~ 


2,950 ng - » 0,178 eem N (19°, 724 mm). 
2,787 mg . » 2,03 mg AgBr 
4,312 mg ” » 4,72 mg AgJ (korr.). 


Gef. C 44,759, H 4,88°/, N 6,78°/, Br 31,00° OCH, 14,46°),. 
Aus diesen Analysenzahlen berechnet sich ein devises: 
C94 Hi122 Ni2 020 Bri. 
Kiister und Grosse fanden: 
C 38,61°/, H 4,11°/, N 5,69, Br 32,08°/, CH, 5,86°/, 
das entspricht der Formel C,H,,0,NBr. 

Die bei den Halogenbestimmungen erhaltenen Niederschliige 
waren von sehr heller Farbe, fast wie AgCl. Das Halogensilber 
war zum Teil in 10°/,igem NH, loslich, es bestand daher die 
Vermutung, daB ein Gemisch von Cl und Br vorliege. 

Durch Herrn Dr. Merka wurde eine Mikromethode!) der 
Br-Bestimmung neben Cl geschaflen durch Umwandlung des 
ganzen Halogensilbers in AgCl, womit der einwandfreie Beweis 
erbracht wurde, daB® die Substanz Br und Cl enthielt. 








7,053 mg Substanz gaben 5,180 mg AgbBr + AgCl, 4,620 mg AgCl. 
Gef. Br 17,96°), Cl 9,87°/,. 
Aus den gesamten Analysenwerten ergibt sich als empirische Formel: 
C 15,6 H 20,2 N 2,0 O 4,0 Cl 1,2 Br 1,0. 
Zur Stiitzung dieser Formulierung wurde das Molekular- 
gewicht nach der Rastschen Mikri wnsthode bestimmt. 


0,643 mg Substanz gaben in 4,060 mg Campher: 21,5° Depression 


0,500 mz 4 - ,, 6,260 mz - ; Ba” " 

0,670 mg i i ,, 1,440 mg ‘ : Tay* ” 
- o , Ly 6 t- “ e »>* 0 

O.903 me ” < ’ 8,009 ing an : 6,0 ” 


H,,N,O,CIBr = Mol..Gew. Ber. 420 Gef. 295, 290, 270, 275. 


') VerOffentlichung erfolgt demniichst. 








\w 








ANE LRT ams 








Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 69 


Die Werte liegen zwar wesentlich zu tief, sind aber viel 
hiher als die Theorie fir ein einfaches gebromtes Malein-Imid- 
Derivat; die Fehler der Methode wirken auBerdem stets ernie- 
drigend auf die gefundenen Molekulargewichte. 


Chlorierung des Dimethylhimins nach Kiister und Schlayer.') 


2 g Dimethyl-Cl-Hiimin, in 50 ccm Chloroform gelist, wurden 
mit einer frischen Lisung von 0,32 g Cl in 7 ecm Chloroform ver- 
setzt (3 Atome), nach kurzer Zeit war etwas HCl wahrzunehmen. 
Durch EingieBen in Petroliither wurde das Reaktionsprodukt in 
kleinen dunkelbraunen Krystillchen erhalten. Im Gegensatz zu 
den Versuchen der genannten Autoren hat das Reaktionsprodukt 
alle drei Cl-Atome aufgenommen. 

4,668 mg Substanz gaben 3,45 mg AgCl. 

CsgH3gN,O,FeCl- Cl, Ber. Cl 18,05 °%/, Gef. Cl 18,21 °/,. 

Da die Angabe, da sich von 3 Atomen Cl nur 2 anlagern 
sollten, sehr zu Zweifeln AnlaB gibt, wurde das Verhalten des 
Haminesters gegen iiberschiissiges Cl untersucht. Zur Chloroform- 
losung des Hsters wurde eine Cl-Lésung in Tetrachlorkohlenstoff 
im reichlichen UberschuB gegeben, nach einer Stunde in Petrol- 
iither (ungereinigt) gegossen. Die Ausfillung war hellbraun und 
nicht krystallisiert. 

6,541 mg Substanz gaben 11,86 mg AgCl. 

C,,H,.N,O0,FeCl-Cl,, | Ber. Cl 45,2°/, Gef. Cl 44,96"). 

Wihrend unter gleichen Bedingungen nur 4 Atome Br an- 
gelagert wurden, finden sich hier 14 Atome Cl im Molekiil. 

Der nach der Kiisterschen Vorschrift bereitete Chlorkérper 
wurde nun weiter 12 Stunden mit absolutem Methylalkohol ge- 
kocht.?) Kine kleine Menge Material hatte sich in Uberein- 
stimmung mit der Vorschrift schwer léslich abgeschieden, der 
Rest wurde ausgefillt und mit tiefsiedendem Petroliither extrahiert, 
aus dem Petrolither krystallisierte bald ein blauschwarzer Korper 
(0,2 g), erst nach 2 Tagen war die Kxtraktion anniihernd beendet. 

Nach Kiister und Schlayer soll durch die Extraktion mit 
Pentan unveriindertes Dichlor-Dimethylhimin entfernt werden. 
Nach der Analyse ist die aus Petrolither krystallisierte Substanz 
das Cl-Hiimin eines Mono-Cl-‘Tetramethylhimatoporphyrins. 


1) Diese Zs. Bd. 168, 5. 304 (1927); Bd. 180, 5. 276 (1929). 
*) Diese Zs. Bd. 180, 8. 276 (1929). 
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Zur Analyse war bei 45° getrocknet worden. 


1,070 ng Substanz gaben 8,715 mg CO,, 2,035 mg H,0O, 0,376 mg Fe,Qs. 
2,496 mg a 5, 0,167 ¢cem N eas se. ae 
9,157 mg ™ » 328 mg AgCl. 
3,563 mg _ 5 4,14 mg AgJ (korr.). 
H,,N,O,FeCl, 
Ber. C 58,60°/, H 5,57°/, N 720%, Fe 7,17°/, C1 9,12°/, 4OCH, 15,9%, 
Gef. ,, 58,40 »» 0,09 yy age » 6,42 », 8,86 ie neh 


Der Extraktionsriickstand wurde mit Bromwasserstoff—Kisessig 
gespalter, mit Methylalkohol in iiblicher Weise behandelt und das 
Porphyrin sorgfailtig mit Salzsiiure fraktioniert. Die Hauptmenge 
ging in 10°/,ige HCl, der im Ather verbliebene Rest und die 
beim Eingieben der methylalkoholischen Lésung in Ather aus- 
gefallenen Flocken wurden zusammen oxydiert, wobei Hiimatin- 
siiure und unreines Imid erhalten wurden. 

Die Haupttraktion wurde erfolglos zu krystallisieren versucht 
und wurde daher ganz oxydiert. Die 6lige Substanz wurde in 
50°/,iger H,SO, gelist und mit CrO, bei Zimmertemperatur bis 
zum V erschwin is n alles Porphyrins oxydiert. Von der Imidfraktion 
sublimierte nur ein kleiner Teil, neben ce Riickstand wurden 
prismatische Krystalle vom Schmelzp. 125—1380° erhalten (10 mg), 
die nach einer weiteren Sublimation ie 137° unscharf schmolzen 
und mit synthetischem Cl-Citrakonimid keine Schmelzpunkts- 
depression gaben, (Der Habitus der Krystalle war von dem des 
synthetischen Materials verschieden.) 

Das von Kister und Schlayer an dieser Stelle erhaltene 
Metbylchlormethoxyithyl-maleinimid vom Schmelzp. 65° konnte 
nicht beobachtet werden. 

Das Chlor-Citrakonimid wurde aus dem nach H. Fischer und 
Niemer (unverdffentlicht) dargestellten zweifach chlorierten Methen 
des 2,4-Dimethylpyrrols durch Oxydation mit CrO, in Eisessig 
erhalten. Es sublimierte im Hochvakuum in prachtvollen sehr 
flichenreichen Krystallen und schmolz unscharf bei 142° 


4,758 mg Substanz gaben 7,380 mg CO,, 1,345 mg H,0. 


10,493 mg i » 9,08 mg AgCl. 
C,H,NO,Cl Ber. C 41,25°/, i 2.77%, Cl 24,37°/, 
Gef. ,, 42,30 » 3,16 » Rim . 


Die Substanz ist offenbar nicht ganz rein. 
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Behandlung von Tetramethylhamatoporphyrin mit Zinkacetat 
nach Kister und Grosse.') 


In der angegebenen Weise wurden 0,2 g¢ Porphyrin behandelt. 
Beim starken Kinengen der methylalkoholischen Lisung fiel das 
Zinksalz in schlechter Beschaffenheit aus. Es krystallisierte nicht 
aus reinem Methylalkohol, jedoch sehr gut auf Zusatz von 10 his 
20°/, Wasser. 

Zufolge der Analyse handelt es sich um das Zinkkomplexsalz 
des Tetramethylhimatoporphyrins, irgendeine Verseiiung ist nicht 
eingetreten. 

Das Priiparat nahm beim Trocknen im Vakuum iiber PO, bei 80° 3,2°), 
an Gewicht ab, 1 Krystallwasser ber. 2,5°/,, die Krystalle waren etwas 
zusammengebacken. 


4,396 mg Substanz gaben 10,230 mg CO,, 2,335 ng H,O, 0,549 mg ZnO. 


3,148 mg - sa 0,221 ecem N (18°, 719 mm). 
4,446 mg 1“ ‘e 5,51 mg AgJ (korr.). 
5,148 mg ‘ ‘“ 0,594 mg ZnO. 
C,,H,,N,O,Zn 
Ber. C 63,53°/, H 6,18°/, N 7,81°/, Zn 9,11°/, 40CH, 17,0°, 
Gef. ,, 63,47 59 0,94 wy tyne 5) 10,03, 9,27 i 16,37 


Spektroskopisch ist das Zn-Salz mit Tetramethylhimato- 
porphyrin-Zn-Salz, das durch ganz kurzes Kochen in Methylalkohol 
hergestellt war, identisch, in Chloroform [. 572,5; I. 556,9. 

Durch Zerlegung des Komplexsalzes in iitherischer Lésung 
mit starker Salzsiure wurde reines Himatoporphyrinspektrum 
erhalten, das Tetramethylhimatoporphyrin krystallisierte in pracht- 
vollen Nadeln aus verdunstendem Methylalkohol. 


4,723 mg Substanz gaben 6,72 mg AgJ (korr.). 
Ber. 4OCH, 18,95°/, Gef. 18,80°/,. 


Das Zn-Salz spaltet von 120° an Methylalkohol ab, beim 
Erhitzen bis 165° wurde jedoch erst die theoretische Gewichts- 
abnahme erreicht, ber. 8,9°/,, gef. 8,3°),. 

In Chloroform bestand jetzt volle spektroskopische Uberein- 
stimmung mit Protoporphyrin-Zn-Komplexsalz, I. 580,0; I. 546.2. 
Bei der Zerlegung mit Salzsiure wurde reines Protoporphyrin- 
spektrum erhalten, es waren jedoch iitherunlisliche Zersetzungs- 
produkte mit entstanden. 


1) Diese Zs. Bd. 179, S. 127 (1928). Siehe auch Diese Zs. Bd, 172, 
S. 88, 115, 120 (1927). 
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Tetramethylhamatoporphyrin-Fe-Salz nach Schumm und Mertens.') 

Bei der Nacharbeitung des Verfahrens waren die Reaktions- 
zeiten sehr verschieden, die erhaltenen Produkte stimmen in ihren 
Kigenschaften mit dem Fe-Salz des Tetramethylhimatoporphyrins 
iiberein, doch ergaben die an vielen verschiedenen Priparaten 
ausgefiihrten Analysen stets betriichtliche Defizite der C-Werte. 


Priparat 1. 


4,540 ng Subst. gaben 9,975 mg CO.,, 2, a ymg HO, 0,485 mg Fe,Q,. 
4,271 mg ,, » 9,425 mg , 2,340mg , 0,453 mg _,, 
4,7lo mg ,, “ 10,310 mg ,, 2,505 mg ,,. 

4,771 mg ,, ™ 0,333 cem N (19°, 721 mm). 

0,075 Ing a 1,220 mg AgCl. 

4,375 mg, _ 4.677 mg AgJ. 

d,975 mg sy, én 6,115 mg ,, .*) 


Priparat 2. 
4,125 mg Subst. gaben 9,150 mg CO,, 2,855 mg H,O, 0,441 ing Fe,0.. 
4 


velmg ,, = 9,940 mez ,, 2,310 mg ,, 0,476 mg ‘5 
3,338 mz ,, » 0,235 com N (22°, 721 mm). 
4,977 mg ,, » 9,448 me AgJ. 
3,518 mg ,, »  3,650mg ,, .*) 


Priparat 38. 
4,430 mg Subst. gaben 9,810 mg CO,, 2,440 mg H,O, 0,500 mg Fe,Q,. 


3,403 mg » 0,289 cem N (21°, 718 mm). 


a) +P] 
Priparat 4. 
4,853 mg Subst. gaben 10,775 mg CO,, 2,695 mg H,O, 0,517 mg Fe,O.. 
3,330 Ng 4 ) 0,234 cem N (20°, 718 mm). 
Priparat 5. 
5,290 mg Subst. gaben 11,635 mg CO,, 2,810 mg H,0, 0,581 mg Fe,Q,. 
5,392 mg ,, 1“ 6,35 mg AgJ (korr.) 
ene 6. 
4,710 mg Subst. gaben 10,820 mg CO,, 2,560 mg H,O, 0,510 mg Fe,Qg. 
Priparat 7. 
5,380 mg Subst. gaben 11,850 mg CO,, 2,865 mg H,0, 0,590 mg Fe,9.. 
Priparat 8. 
5,615 mg Subst. gaben 12,385 mg CO,, 2,840 mg H,0, 0,580 mg Fe,O,. 


Calta 0,FeC! 


Ber. C 61,80°/, H 5,95°/, N 7,58°/, Fe 7,51°/, Cl 4,77°/, 4OCH, 16,68°/. 
Gef. 1. ,, air . oor: ee » vate 

» 59,92 4, 5,77 , 1,47 , 14,49 

» 59,80 ,, 5,98 


Diese Zs. Bd. 177, 8. 22 (1928). 
*) Fir die Durehfiihrung der bezcichneten Methoxyibestimmungen sind 
wir Herrn Dr. Friedrich, Wien, zu grobem Dank verpflichtet. 
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2. C 60,50 H 6,39 N 7,73 Fe 7,48 Cl 4OCH, 14,46 
», 09,96 55 9,02 1 1,37 » 18,70 

3. ,, 60,40 ,, 6,16  ,, 7,70 . 7,89 

1, ., 60,36 ,, 5,63 ,, 7,83 »» 7,80 

5. 5 59,98 9» 0,94 og tne 9» 15,56 

6. ,, 59,76 ,, 6,06 oe 

7. , 60,07  ,, 5,96 » Tt 

8. ,, 60,17 > 0,66 99 byae 


Priiparat 1—4 Hummel, 5—8 Treibs. Reaktionszeiten 3'/, Stunden 
bis 4 Tage. 

Die Oxydation wurde mit Priparat 5 durchgefiibrt. 

0,5 g sehr fein gepulverte Substanz wurden in 25 ccm 20°/, iger 
H,SO, mit 1,1 g CrO, oxydiert in der beschriebenen Weise. Die 
Ausbeute an reiuem methoxyliertem Imid war 107 mg, Schmelz- 
punkt 58°, fiir 1 Imid ber. 113 mg, an Hiimatinsiure wurden 
97 mg reines und 55 mg nicht ganz reines Material erhalten, ber. 


fiir 1 Mol 123 mg. 


Berichtigung. 
Diese Zs. Bd. 182, S. 283 Zeile 14 von unten lies statt ,,3’-iithyl-“ 
> =propionsiure™. 











Experimentelle 
chemische Beitrage zur Erblichkeitsforschung. ITI. 
Von 
Hans vy. Euler und Dagmar Runebjelm. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. August 1929.) 


In Fortfihrung der friiheren Untersuchungen!) aus diesem 
Institut konzentrieren wir unsere Studien auf das Ziel, die 
Chlorophyll-Erbeinheiten chlorophylldefekter Mutanten chemisch 
und zwar quantitativ zu definieren und mdglichst weitgehend 
aufzulésen. An den mit ,,WeiB“ (Nilson-Ehle) bzw. mit Albina 
(Hallqvist) bezeichneten Mutanten von Gerste hat es sich bis jetzt 
ausnahmslos erwiesen, daB diejenigen Mutanten der F’,-Generation, 
welche keine nachweisbaren Mengen Chlorophyll enthalten, 
bei der Keimung im Dunkeln kein Xanthophyll ausbilden 
(und entweder keine anderen Carotinoide oder héchstens Quanti- 
tiiten, welche unter 10°/, der normalen liegen). 

Hinsichtlich des Xanthophylls ist also entweder die An- 
wesenheit dieses Carotinoides eine Voraussetzung fiir die Chlorophyll- 
bildung oder aber die Gegenwart eines in der Entwicklung weiter 
zuriickliegenden Stoffes ist die Voraussetzung fiir die Bildung des 
Chlorophylles und des Xanthophylles. Beim Keimen des Gersten- 
kornes liegt das Auftreten (bzw. das starke Anwachsen) der Katalase 
zeitlich vor dem Auftreten des Xanthophylles. lLetzteres kann 
also kaum eine Voraussetzung fiir die Bildung der Katalase sein; 
ob das Umgekehrte der Fall ist, bildet einen nicht unwesentlichen 
Teil unserer Fragestellung. 


1) Euleru. Harald Nilsson, Svenska. Vet. Akad. Arkiv. f. Kemi 10, 
Nr. 5 (1929); Euler, Hellstrém u. Runehjelm, Diese Zs. Bd. 182, 
S. 205 (1929); Euler, Steffenburg u. Hellstrém, Diese Zs. Bd. 183, 
S. 113 (1929). 
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Es handelt sich also hier wieder um das Verhiiltnis der 
Katalase-Wirkung der chlorophyllnormalen (griinen) und der 
chlorophylldefekten (weiBen) Mutanten und zwar eines Albina- 
Types, den Nilson-Ehle als ,,Weib 1“, Hallqvist als ,,Albina 1“ 
bezeichnet. 

Die hier untersuchte Serie ,,Weif 1“ stammt von Herrn 
Prof. H. Nilsson-Ehle, dem wir auch unser Material verdanken. 
Er betont in seiner ersten diesbeziiglichen Mitteilung, ,,da8i zur 
Demonstration des Wegfallens mendelnder Faktoren bei den 
Getreidearten in gewisser Hinsicht keine Abiinderungen mehr 
geeignet sind als die weiBen Keimpflanzen, die hier und da 
in den Feldern vorkommen und deren Unabhiingigkeit von den 
Lebensbedingungen bei Erblichkeitsexperimenten, von derselben 
Art wie die zuerst von Baur’) bei Antirhinum ausgefiihrten, be- 
sonders klar hervortritt“. 

Der genannte Typus ,,Weif 1“ spaltet nach einer von 
Westergaard gemachten, von Nilsson-Ehle bestiitigten Be- 
obachtung nach dem Verhiltnis 3 griin:1 weiB, und Nilsson- 
Ehle betont die starke Dominanz des Chlorophyllfaktors. 

Von diesem Typus wurden mehrere Pflanzen ausgekeimt mit 
einer einzigen Ahre, so daB man nun wei, welche von den 
Pflanzen homozygot und welche heterozygot griin sind. 

Wir geben zuniichst das Endergebnis unserer Versuche an, 
welche sich auf vier voneinander unabhiingige und zu verschiedenen 
Zeiten gekeimte Gruppen von heterozygoten und homozygoten 
, Wei 1“ beziehen. Es kamen in jeder Gruppe 24 Korner zur 
Verwendung. 

Hinsichtlich der Ausfithrung der Versuche ist folgendes zu bemerken: 
Die Keimung geschah wie friiher zwischen Filtrierpapier bei einer 'Tem- 
peratur von 17—19°, und zwar in Schachteln aus Zinkblech, welche in 
kurzem Abstand vom Boden freilich mit Luftléchern versehen waren. ?) 
Vom 5. Keimungstag an wurde die Filtrierpapierdecke von den Kérnern 
entfernt, um den Luftzutritt zu erleichtern. Bei den drei ersten Serien 
blieben die Kérner wiihrend der ganzen Versuchsdauer im Dankeln, bei der 
vierten Serie wurde vom 5. Keimungstag an der Blechdeckel durch eine 
Glasplatte ersetzt. 





1) E. Baur, Ber. d. d. bot. Ges. Bd. 25, §. 442 (1907). — Zs. ind. Abst. 
u. Vererbl. Bd. 1, S. 124 (1908). 

?) Vorversuche hatten gezeigt, daB die Entwicklung der Katalase- 
Wirkung nicht unwesentlich von der Keimungstemperatur abhiingt, so dab 
es bei Vergleichen notwendig ist, die Temperatur auf 1—2° genan konstant 
zu halten. 
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Das Filtrierpapier wurde durch tiigliches Bespritzen konstant sehr 
fencht gebalten. 

Beziiglich der titrimetrischen Bestimmung der Katalase-Wirkung wit 
Kaliumpermanganat kann auf die vorhergchenden Arbeiten dieses Institutes 
verwiesen werden. Wir haben unsere Versuche per Gewicht, und zwar 
per 60 mg des frischen Keimblattes berechnet. Wir haben noch keine end- 
viiltige Entscheidung dariiber getroffen, ob es rationeller ist, die Katalase- 
Wirkung der verschiedenen Individuen per Frischgewicht oder aber per 
Gesamtindividuum zu vergleichen; an anderer Stelle wird niher auf diese 
methodische Frage eingegaungen werden, cbenso auf die Korrektionen wegen 
des verschiedenen Wassergehaltes. 

Auch in diesem Zusammenhang soll darauf aufmerksam gemacht 
werden, dal wir zwischen ,,Katalase-Gehalt und ,,iatalase-Wirkung* unter- 
scheiden; beide Gréfen brauchen, da die Katalase-Wirkung nicht nur durch 
die anwesende Menge Katalase, sondern auch durch Aktivatoren und Para- 
lysatoren beeinflubt wird, keineswegs stets parallel zu gehen. 

ei unseren ersten Versuchen haben wir durchweg den gesamten 
Keimling mit Colcoptil bestimmt. Dann haben wir das Coleoptil entfernt 
und nur das Ketmblatt untersucht. Es wurde also ganz gewogen, mit Sand 
und 5 ccm PO,-Lés. verrieben, 2 eem H,O zugeftigt, davon 5 cem der Fliissig- 
keit abpipettiert und dann das Resultat rechnerisch auf 60 mg reduziert. 

Die Keimbliitter kamen vom 7. bis zum 20. Keimungstag an zur 
Untersuchung; ihre Linge nahm dann im Mittel von 5 bis 20 em zu, ihr 
Frischgewicht von 50—150 mg. Der Trockengehalt betrug im Durchschnitt 7 °/,. 

Die Katalase-Wirkung der Keimblitter nimmt in den ersten 
vier Keimungstagen zu, und zwar meistens, aber nicht durchweg 
fiir die normalen Pflanzen stirker als fir die chlorophylidefekten. 

Das Ergebnis unserer Versuche kénnen wir folgendermafen 
zusammenfassen, wobei die in der Tabelle gegebenen Zahlen die 
Reaktionskonstanten 4-10? bedeuten (B. Jansson). 


WeiB 1 (= Albina 1) heterozygot. Keimung im PDunkeln. 

















Keimungstag 6 7 8 9 11 15 20 
Versuchsreihe giwigiwigiwig wig/wig;wig |w 
I] 26 15}— - 28 154,32 16);— —130 16]31 17 
lV 24 14)/— —]27 14429 15},—,—]30 154,30 — 
V — |—]29 (19/30 14/28 12,—) —]27/13}—/— 
VI 22 10J— —]25 11} — 26 14/—|;—]-— — 











Jede Katalase-Zahl ist der Mittelwert aus 8—6 Ejlnzel- 
bestimmunugen an je einem Individuum. Die Schwankungen sind 
bereits in der ersten Mitteilung von Euler und H. Nilsson 
besprochen; als Beispiel seien die Werte fir g (gelb) am 
9, Keimungstag angegeben, Versuchsreile V (Mittel 28) (B.J ansson). 
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Wir finden fiir die Katalase-Wirkung der bei Keimung 
im Dunkeln gelben (normalen griinen) Linie sehr an- 
genihert einen doppelt so grofben Wert als fiir die weiben 
Pflanzen.') 

In unseren vorgehenden Versuchen waren vier andere Mutanten- 
paare vom Aibina-T'ypus untersucht worden. Einschlieblich des 
oben beschriebenen Falles (Albina 1) hat sich also bei simt- 
lichen Paaren gezeigt, daB die Katalase-Wirkung gleich- 
zeitig mit der Farbe mendelt, und zwar ohne ‘Trans- 
gredienz. Das Verhiltnis der Katalase-Wirkung hat sich bei 
den untersuchten Linien als verschieden herausgestellt, nimlich 
wechselnd von rund 2 (bei Albina 6) bis 5 (1622/20). 

Wihrend also hier die Katalase-Wirkung bei der Mendel- 
spaltung quantitativ gemessen ist, ist dies hinsichtlich der griinen, 
bzw. beim Keimen im Dunkeln der gelben, Farbe nicht der Fall. 
Hier legt natiirlich eine wichtige Aufgabe. Die direkte Be- 
obachtung des griinen oder gelben Blattes gestattet keine quan- 
titative Beurteilung.?) Auch colorimetrische Bestimmungen der 
Extrakte fiihren hier nicht zum Ziel, da in den beiden Chloro- 
phyllen a und b (Willstitter) zwei griine sowie in den mindestens 
zwei allgemeinen Carotinoiden zwei gelbe Farbstofie vorliegen. 
Um also iiber die Beziehungen zwischen Katalase-Wirkungen und 
Farbe der Mutanten und iiber die Mendelspaltung hinsichtlich 
des Chlorophylls quantitative Aufschliisse zu erhalten, sind spektro- 
photometrische Messungen notwendig. 

In diesem Zusammenhang ist es aber wohl schon erwihnens- 
wert, daB bei Untersuchungen der verschiedenen Teile eines 
Keimblattes, bei welchem die griine Farbe von unten nach 
der Spitze hin kontinuierlich zunimmt, gleichzeitig auch die 
Katalase-Wirkung zunimmt, und zwar nach drei bis jetzt an- 
gestellten Versuchen im Verhiiltnis rund 1:4. 

Die quantitativen Chlorophyllbestimmungen und die Fest- 
stellung der Variationenreihe der Chlorophylle und Carotinoide ist 





') Das Ergebnis gilt zuniichst fiir unsere Temperatur 17—19°. 

*) Wir haben auch den Versuch gemacht, die Farbe der einzelnen 
Individuen bei homozygot griinen und heterozygot griinen (bzw. etioliert 
gelben) Keimlingen bei Albina 1 und bei Albina 6 nach der Ostwaldschen 
Farbenskala zu definieren (Farbenton etwa 2 bei griinen und 23—24 bei 
gelben Blittern) und das Ergebnis mit den Katalase-Wirkungen dieser 
Individuen zu vergleichen. Die Genauigkeit der Methodik hat aber bis 
jetzt nicht ausgereicht, um Variationen der Farbe quantitativ feststellen 
zu kénnen. 
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fiir unser Problem auch besonders wichtig in Riicksicht auf die 
auffallend starke Dominanz, welche die griinen Mutanten gegen- 
iiber den weiben besitzen; die Feststellung des Grades dieser 
Dominanz, welche ja nie vollstindig ist, gestattet vielleicht einen 
Kinblick in die Bedingungen der Dominanz bei chemisch bestimm- 
baren Erbeigenschaften. 

Aus unseren an den Albina-Typen gewonnenen Resultaten 
geht hervor, daB diese Typen, welche bei Keimung im Licht kein 
Chlorophyll und bei Keimung im Dunkeln kein Xanthophyll aus- 
bilden, gleichzeitig Katalase-Mutanten sind. 

Dab aber bei der Mendel-Spaltung dieser Sippen keineswegs 
eine Parallelitit zwischen Chlorophyll-Gehalt und Katalase-Wirkung 
in dem Sinne stattfand, daB bei hellgelben chlorophyllarmen 
Mutanten die Katalase-Wirkung geringer sein muB als bei dunkel- 
griinen Pflanzen, geht schon aus einigen friiheren Messungen!) 
an Brassica-Sorten, nimlich einer mit citronengelben und einer 
mit orangegelben Herzblittern hervor, und ergab sich weiter an 
einem Material von Urtica urens peraurea, fiir dessen Uberlassung 
wir Herrn Geheimrat C. Correns zu grobem Dank verpflichtet 
sind. Wie an anderer Stelle ausfiihrlicher berichtet werden soll, 
ergaben hier die hellen und die dunklen Blatter keine gréBeren 
Unterschiede in der Katalase-Wirkung, als der Variationsbreite 
jeder Sorte entspricht.’) 

In den aurea-Varietiten, wo ebenfalls die gelben Farbstoffe 
gegeniiber den griinen stark hervortreten, aber ebenfalls in kleinerer 
Konzentration vorhanden sind als in den normalen Linien, sind 
die Carotinoid-Konzentrationen noch bestimmbar; in den weifen 
Albina-Mutanten ist uns dies bisher nicht gelungen. 

Bei allen untersuchten Mutanten vom Albina-Typus fiihrt die 
Mendelspaltung bezgl. Katalase, welche durch n-k:k ausgedriickt 
werden kann (wenn unter & die Katalase-Wirkung verstanden 
wird), zum Spaltungsverhilnis 3n-4:14. Mit andern Worten, der 
héhere Katalase-Wert ist dominant und es kommt, wie schon be- 
tont, keine Transgredienz vor. 


') Enler, Steffenburg u. Hellstrém, Diese Zs. Bd. 183, 8S. 113 
(1929). Brassica enthilt neben Carotinoiden einen wasserléslichen gelben 
Farbstoti, welchen schon Willstitter und Stoll an anderem Material ge- 
funden haben. Vgl. Willstaitter u. Stoll, Assimilation, Berlin 1918. 

#) Ks wire sehr interessant, die Katalase-Abhingigkeit der Albina- 
Mutanten mit ihren Assimilations-Leistungen zu vergleichen, woriber be- 
reits einige Angaben von Willstatter u. Stoll vorliegen. 
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Immerhin zeigt sich in beiden Gruppen eine Variation der 
Katalase-Werte, welche weit auSerhalb der Versuchsfehler liegt. 
Um hier den Grad der Dominanz zu bestimmen, ist natiirlich ein 
sehr groBes Versuchsmaterial erforderlich. 

Versuche von Nilsson-Ehle und von Hallqvist haben 
ergeben, daB den Mutationen verschiedene Erbeinheiten zugrunde 
liegen. 

In bezug auf die drei Mutanten Albina 1, 2 und 3 ist 
sichergestellt, daB sie alle voneinander erblich verschieden sind, 
d. h. da8 die Mutationen durch Verinderungen verschiedener 
Erbeinheiten zustande kommen. Simtliche Erbeinheiten miissen 
vorhanden sein, damit sich das Chlorophyll normal entwickelt. 
,Viese Erbeinheiten zeigen in ihrer Vererbungsweise eine so weit- 
gehende Unabhingigkeit voneinander, da eine entwicklungs- 
geschichtliche Zusammengehérigkeit der verschiedenen auf die 
Chlorophylleigenschaft wirkenden Erbeinheiten nicht wahrschein- 
lich ist. 

Nun zeigt sich, da8 mit jeder dieser Erbmerkmale a, b, c, 
d, e, f ein Fehlen von Katalase-Kinheiten verkniipft ist, wodurch 
die gesamte Katalase-Wirkung auf 1/, bis 1/, der normalen herab- 
gesetzt wird. Daraus folgt, daB jede dieser Erbmerkmale mit der 
Katalase-Bildung verkniipft ist, bzw. dab entweder jede dieser 
Erbeigenschaften gleichzeitig die Chlorophyllbildung und 
die Katalase-Bildung hemmt, oder daB jede dieser Kigen- 
schaften die Chlorophyllbildung dadurch hemmt, daB sie 
die Katalase-Bildung herabsetzt. 

Die Gegenwart spezifischer Hemmungskiérper in den weiben 
Mutanten bleibt noch besonders zu priifen. 

Das Analoge gilt von der Xanthophyll-Bildung in den etioliert 
gekeimten Samen. Der Schluf, daB in den 6 Albina-Mutanten- 
paaren Chlorophyll, Xanthophyll und Katalase durch 6 verschiedene 
Erbeigenschaften parallel gehemmt werden, ist eine Konsequenz 
der Ergebnisse und Prinzipien der gegenwiartigen Erblichkeitslehre. 

Gesetzt, daB von den drei Substanzen Chlorophyll, Xantho- 
phyll und Katalase die letztere die genetisch primiire ist, so 
wiirde die gefundene Gleichzeitigkeit der Abnahme von Chloro- 
phyll und Katalase besagen, da8 wir in den 6 untersuchten 
Mutanten 6 verschiedene Katalase-bedingende Kigenschaften haben. 

Die friiher bereits erwiihnte Beziehung zwischen Chlorophyll- 
defekt und verminderter Konzentration organisch gebundenen 
Kisens wiirde vielleicht darin bestehen, dab die Konzentration 
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des organisch gebundenen EKisens diejenige der Katalase 
beeinfluBt. 

Die Beziehung Katalase-Xanthophyll-Chlorophyll ist bereits 
in einer vorhergehenden Mitteilung von Kuler und Hellstrém}) 
behandelt worden. Es soll hier nur noch eine Beobachtung kurz 
erwihnt werden, welche hinsichtlich der Teilnahme von Knzymen 
an der Bildung Xanthophyll-Chlorophyll wohl von Interesse ist. 

LieBen wir Gerste zwischen Filtrierpapier keimen und schnitten 
am 6. Keimungstage das etwa 5cm Jange Primordialblatt ab, so 
begannen bei Zufuhr von Feuchtigkeit die isolierten Blitter nach 
18stiindiger Belichtung im natiirlichen Sonnenlicht zu ergriinen, 
und sie erreichten die natiirliche griine Farbe nur wenige Stunden 
spater als die nicht abgetrennten, Jebensfahigen Blatter. Mit dem 
gleichen Ausgangsmaterial haben wir dagegen bei gleichartiger 
Bestrahlung ein Ergriinen, also cine Chlorophyllbildung nicht 
erzielen kinnen, wenn die Blatter vorher zu einem Brei zerrieben 
waren, Auch an Trockenpriiparaten ist uns die Hervorrufung von 
Chlorophyll bisher nicht gelungen; dagegen ist es nicht nétig, dab 
das isolierte Keimblatt intakt ist, vielmehr kann die Teilung 
ziemlich weit getrieben werden, oline da&’ das Ergriinen der im 
Dunkeln gekeimten Gerste ganz aufhort. 


a) 


1) Euler u. Hellstrém, Diese Zs. Bd. 183, 8S. 177 (1929). 








